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L’expérimentation a démontré amplement que infection syphi- 
litique ne comporte pas une phase d’incubation générale précé- 
dant la période de diffusion infectieuse. On sait parfaitement 
aujourd’hui que, trés rapidement, on peut constater la virulence 
du sang et celle surtout des voies lymphatiques. En_trente 
minutes a une heure aprés l’inoculation, nombre d’auteurs, depuis 
Kolle, ont pu mettre en évidence le caractére virulent du ganglion 
lymphatique par passages 4 l’animal. La syphilis apparait donc 
comme une infection généralisée hative, constituée bien avant 
Vapparition de l’accident anatomique au point de pénétration. 

Mais, a l’inverse, le probleme interprétatif de Vincubation 
locale demeure plein d’incertitude. Quelles sont les phases par 
lesquelles évoluent les tréponémes d’une émulsion virulente 
jusqu’a ce que survienne la lésion initiale en la région inoculée ? 

Ce probleme a déja fait l’objet de quelques travaux. En 1935 
Bessemans et van Healst [4] envisagérent le méme sujet en effec- 
tuant la numération au fond noir des tréponémes syphilitiques 
hébergés dans les tissus vivants. Des lapins recurent dans chaque 
testicule 0,5 cm? d’une émulsion homogéne de syphilome testi- 


(*) Manuscrit recu le 22 juillet 1960. 
Annales de l’Institut Pasteur, 400, n° 1, 1961. 1 
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culaire (souche Gand). Il fut constaté que le nombre des trépo- 
némes subissait aussitét aprés |’inoculation une chute intense, 
rapide, dans la proportion de 735 4 1, puis un accroissement 
progressif a partir du quatri¢éme jour. Cette multiplication dure 
toute la période de l’incubation locale. 

Plus récemment Cumberland et Turner [2] étudiérent la multi- 
plication des tréponémes pales chez les lapins sains et immunisés. 
Le travail fut poursuivi en utilisant la souche Nichols. 

Les auteurs conslatérent que, deux heures aprés |’inoculation 
intratesticulaire de 10 000 000 de spirochétes, on trouve une dimi- 
nution de 90 p. 100 dans le nombre des organismes présents dans 
le testicule. Parallélement a cette perte initiale il se produirait, 
selon une progression géométrique, une multiplication des trépo- 
némes et en cent huit heures (quatre jours et demi), on observe 
un décuplement des parasites, ce qui équivaut a une moyenne de 
trente-trois heures pour une simple division, chaque spirochéte 
se partageant en deux. 

Les auteurs pensent que les spirochetes émigrent aussitét aprés 
Vinoculation vers le courant circulatoire sanguin et lymphatique, 
d’ot la chute du taux parasitaire. Ils émettent lhypothése qu’ul- 
térieurement les spirochétes repassent du sang dans les testicules. 

Par ailleurs, étudiant parallélement les animaux neufs et 
immuns, ils remarquent chez les uns et les autres le méme compor- 
tement dans les deux heures qui suivent l’inoculation et vinegt- 
quatre heures aprés. Mais, a partir de cing jours et surtout du 
sepliéme jour, les différences sont caractérisées, les spirochétes 
se multipliant chez les animaux sains, alors qu’ils disparaissent 
chez la majorité des animaux immuns. 

Nous avons entrepris une série de recherches pour suivre par 
des examens trés rapprochés le devenir d’une émulsion trépo- 
némique inoculée, soit dans le testicule, soit par voie intra- 
dermique, utilisant essentiellement la souche Nichols, mais aussi 
la souche Gand. L’étude a été faite au fond noir, par frottis et par 
méthode de coupes histologiques. 


I. — Erube av FOND NOIR. 


Des séries de lapins sont inoculées avec un matériel contenant 
la souche Nichols. Ce matériel était trés riche ; il représentait une 
émulsion contenant une moyenne de 15 tréponémes par Boke 
d’immersion au fond noir et le volume de l’inoculat était de 1 cm? 
introduit au centre des testicules. Ainsi ont été étudiés 40 lapins. 


Des ponctions furent faites de facon réguliére, débutant deux heures 
aprés l’inoculation intratesticulaire et poursuivies jusqu’A quatorze 
jours. Plusieurs testicules furent ponctionnés deux heures et dix-huit 
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heures aprés l’inoculation. On ne retrouvait qu’un nombre infiniment 
réduit de tréponémes. Pour un lapin, un seul parasite fut observé sur 
plusieurs lames et sur de nombreux champs microscopiques. On 
n’observait également aucune forme anormale. A vingt-quatre heures, 
4 lapins sont examinés sur plusieurs préparations. On ne note que 
quelques trés exceptionnels spirochétes d’aspect typique, témoignant 
de l’apport fait la veille. 

L’absence quasi totale de spirochétes fut observée sur tous les 
examens pratiqués trente-six heures aprés l’inoculation ; quarante-huit 
heures aprés, les testicules de 5 lapins furent ponctionnés et dans tous 
les. cas on ne décela pas Ja présence de spirochétes, sauf chez l’un 
d’eux. On a pu, par contre, noter la présence de formes filamenteuses 
trés fines, trés mobiles, ondulées et attachées souvent 4a un grain. 

Aux troisiéme et quatriéme jours, les deux testicules de 10 lapins 
furent ponctionnés et, dans tous les cas, les examens furent concor- 
dants. Au fond noir, on ne voit plus que trés exceptionnellement des 
spirochétes typiques. On observe, par contre, d’assez nombreuses granu- 
lations mobiles ou non, isolées ou suivies de filaments trés fins, 
comportant deux ou trois tours de spires. 

Les testicules de 6 lapins sont ponctionnés aux cinquiéme et sixiéme 
jours. On remarque dans toutes les préparations des spirochétes 
typiques, mais généralement trés fins et courts. 

Aux septiéme et huitiéme jours, 4 cété de spirochétes bien constitués 
se trouvent des formes trés fines, les unes assez longues, les autres trés 
courtes, constituées souvent par un grain et un filament avec deux 
tours de spires. Ces formes sont en général bien mobiles. 

Dans les préparations du dixiéme et du onziéme jours, alors que 
l’orchite aigué est constituée, dominent des spirochétes bien normaux 
et bien mobiles ; cependant on trouve aussi des formes courtes, possé- 
dant le plus souvent un grain 4 une extrémité. 

Enfin au quatorziéme jour les lames contiennent essentiellement des 
spirochétes normaux. Néanmoins on trouve encore, 4 la ponction de 
lorchite aigué, des formes courtes, limitées 4 quelques tours de spires 
parfaitement marqués. 


Il. — ErupE suR FROTTIS IMPREGNES A L’ ARGENT. 


Parallélement A ces examens au fond noir d’autres lames subirent 
une imprégnation argentique et la lecture de ces préparations confirma 
en tous points les examens pratiqués 4 l’ultramicroscope : elle montra 
surtout le caractére trés argentophile des granulations, suivies généra- 
lement d’un filament peu spiralé, prenant parfois faiblement l’argent. 


En résumé, il résulte de ces recherches, que dés la deuxiéme 
heure aprés l’inoculation intratesticulaire d’une émulsion riche en 
tréponémes, il se produit une chute brusque du matériel injecté. 

Aux troisiéme et quatriéme jours il y a un véritable frou, en ce 
sens que l’on ne peut retrouver que trés difficilement, sur de 
nombreux examens, quelques trés rares parasites normaux. 
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Mais vers les cinqui¢éme ou huitiéme jours, on remarque, a 
coté de la présence de spirochétes de morphologie habituelle, 
celle de parasites trés fins et des formes courtes généralement 
constituées par un grain et un filament de deux ou trois tours de 
spire. On observe aussi des formes dont la finesse évoquerail 
Vidée d’une « ombre » de spirochétes. 


III. — CoLoraTION SUR COUPES. 


Les testicules de nombreux lapins furent inoculés avec 1 cm* 
d’une émulsion trés riche et ]’ablation de chaque testicule a été 
effectuée dans des délais différents. Aprés fixation, des tranches 


Fic. 1. — Coupe de testicule inoculé depuis quatre jours. Rares spirochétes normaux 
trés granuleux, foyer de grains semblant provenir de la lyse des spirochétes d’apport, 
formes granulaires avec court filament. G. x 1280 (examiner avec une loupe). 


testiculaires furent mises en paraffine pour pratiquer des coupes 
en série et leur imprégnation argentique. 


Les préparations montrent, vingt-quatre heures aprés l’inoculation, 
de trés rares spirochétes normaux. On note aussi des grains argyro- 
philes avec des filaments spiralés. 

Aprés lVinoculation intratesticulaire de quarante-trois heures, on ne 
pergoit aucun spirochéte, sauf trés rares exceptions. 

L’aspect est & peu prés le méme quarante-huit heures aprés ]’ino- 
culation. A cété de trés rares spirochétes normaux, on note de 
nombreux grains argyrophiles, souvent attachés & un filament légé- 
rement spiralé. 
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Au troisiéme jour il est difficile de retrouver sur les coupes des spiro- 
chetes normaux. On repére surtout des aspects de parasites brisés et 
des grains parfois nettement plus argyrophiles que les filaments qui 


leur font suite. Six lapins examinés a cette date ont donné exactement 
la méme lecture. 


Dans les testicules prélevés au quatri¢éme jour, les coupes montrent 
un nombre trés réduit de spirochétes typiques, mais d’abondantes 
formations granulaires argyrophiles disséminées. 


Les coupes du cinquiéme jour contiennent des tréponémes normaux 
dans des travées intercellulaires ; mais on découvre en outre des 
foyers de petits tréponémes attachés généralement A un grain argyro- 
phile. On note aussi des formes trés fines, granuleuses. Nos examens 
portent sur les deux testicules de cing animaux différents. 


Fic. 2. — Frottis d’orchite 4 11 jours. Souche Nichols. A cdté de spirochétes nor- 
maux, formes en grains avec filament de deux ou trois tours de spire. Gr. X 1 280. 
(examiner avec une loupe). 


Des spirochétes normaux sont retrouvés en abondance plus ou moins 
grande A sept jours, mais on observe aussi des aspects parasitaires trés 
granuleux, poussiéreux et des formes courtes. 

Les testicules infectés depuis neuf jours contiennent des spiro- 
chétes normaux, coexistant avec les parasites granuleux et des formes 
bien colorées, mais de trés petite taille. 

Lorsque l’orchite remonte 4 onze jours, les tréponémes de morpho- 
logie normale voisinent avec des formes petites et des grains libres. 
La physionomie de la préparation est un véritable échantillonnage de 
tréponémes de toute taille. 

Les testicules examinés par coupes au quatorziéme jour offrent la 
physionomie d’une orchite aigué avec tréponémes trés nombreux, 
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coexistant d’ailleurs avec des formes granuleuses, longues et aussi avec 
des formes courtes. 

Lorsque la coupe intéresse le syphilome qui s’est constitué, on trouve 
beaucoup de spirochétes en état de lyse avec des grains épars formant 
des plages poussiéreuses. Parfois on observe des spirochétes seulement 
représentés par une série de grains prenant l’argent et dessinant fes 
spires d’un tréponéme dont les parois ont disparu. 

Si Pexamen porte sur une orchite résiduelle de vingt jours, les spiro- 
chétes deviennent un peu moins abondants et ils sont granuleux. 


Au trentiéme jour d’une telle orchite aigué en régression, on ne 
trouve plus que de rares spirochétes typiques, mais des formes en 
débris et en grains. 


En résumé, par la méthode des coupes on retrouve les mémes 
notions que par l’examen au fond noir. Trés vite aprés l’inocula- 
tion intratesticulaire, les tréponémes disparaissent pour réappa- 
raitre normaux et abondants vers: les septiéme et huitiéme jours. 


IV. — ExXAMEN DES INTRADERMO-INJECTIONS. 


Les inoculations sont faites soit avec la souche Nichols, soit 
avec la souche Gand. 


Souche Nichols; Dés la vingt-quatriéme heure on ne retrouve qu’un 
nombre trés réduit de spirochétes au point inoculé. Aucune multipli- 
cation ne se produit ; l’animal meurt le cent dixiéme jour sans présenter 
aucune lésion, mais le test de Nelson est de 52 p. 100. 


Chez un autre lapin les intradermo-injections biopsiées vingt heures 
apres soulignent quelques spirochétes trés fins, granuleux, en trés 
petit nombre. A partir du troisitme jour les examens biopsiques ne 
montrent plus aucun tréponéme et il n’y a aucune évolution 
lésionnelle. 


Méme résultat négatif chez un lapin inoculé en huit points différents 
avec la souche Nichols par voie intradermique. Les spirochétes dispa- 
raissent dés les premiers jours, aucune évolution apparente ne se 
constitue. L’animal, cependant, au soixante et uniéme jour présente 
un test a 78 p. 100. 


Ainsi la souche Nichols capable de syphiliser |’animal par voie intra- 
dermique n’a pu néanmoins provoquer une lésion sur la région dorsale. 
I] faut remarquer que cette souche, entretenue au laboratoire depuis 
des années par passages réguliers intratesticulaires donnant des orchites 
aigués en huit & douze jours, a grandement diminué ses propriétés 
dermotropes. Aussi avons-nous utilisé comparativement la souche Gand. 


Souche Gand : Nous avons employé une émulsion provenant d’un 
syphilome d’un lapin inoculé avec un matériel souris. Aprés n’avoir 
retrouvé aucun spirochéte typique pendant les onze premiers jours au 
point d’inoculation intradermique, un infiltrat s’est constitué conte- 
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nant des spirochétes normaux et un syphilome était formé au cinquan- 
tiéme jour. 

Lorsque l’inoculation intradermique est effectuée par greffon d’un 
fragment de syphilome riche en tréponémes, on retrouve ceux-ci A 
Vintérieur du greffon, mais dans les régions périgreffales, on n’observe 
sur les coupes la présence des spirochétes qu’A partir du vingt- 
deuxiéme jour. Les parasites apparaissent progressivement et on 
constate surtout la présence de formes trés petites et fines, certaines 
représentées par un granule et un filament légérement spiralé. Le 
syphilome est constitué en quarante-cing A cinquante jours. 

Notons que 1’évolution peut avorter en méme temps que les greffons 
se résorbent. 


V. — INcUBATION LOCALE CHEZ LES ANIMAUX IMMUNS. 


Nous avons pu confirmer les remarques de Cumberland et 
Turner sur le fait que, chez les animaux immuns, I’inoculation 
des tréponémes présente, comme chez les animaux neufs, une 
disparition rapide du matériel injecté dés les premiéres heures 
apres la pénétration intratesticulaire. 


Le controle a été fait, huit, vingt-quatre, quarante-deux, quarante- 
huit, soixante-six heures et quatre jours aprés l’inoculation. 

Dans les jours consécutifs et jusqu’au seizieme jour, nous n’avons 
constaté aucune multiplication nouvelle des spirochétes comme c’est 
le cas chez le lapin neuf. 

Les résultats sont les mémes chez un animal immun injecté par 
voie intradermique avec une souche homologue. 


Nous retrouvons ainsi tous les détails d’un précédent travail [3] dans 
lequel nous montrions que les tissus d’un animal immun refusent de 
se laisser pénétrer par les parasites d’un nouvel apport et ne dressent 
cependant aucun des obstacles habituels pour limiter le foyer infec- 
tieux. Aussi invoquions-nous une refus cellulaire 4 l’égard de la nou- 
velle infection expérimentale alors qu’il n’existe aucun phénoméne 
histologique capable d’expliquer la non-multiplication des tréponémes. 


VI. — L’AVENIR DES TREPONEMES MORTS-INJECTES DANS LE TESTICULE. 


On pouvait se demander quel est le comportement local des 
tréponémes tués avant d’étre injectés a |’intérieur de la masse testi- 
culaire. Une émulsion tréponémique provenant d’une orchite trés 
riche en parasites fut chauffée & 56° deux fois de suite pendant 
une heure et ensuite injectée a des lapins neufs. 
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Nous avons constaté la méme disparition rapide du matériel 
inoculé examiné dés la quatriéme heure jusqu’au quatriéme jour. 
Les spirochétes tués retrouvés en nombre trés réduit a la quatrieme 
et A la sixiéme heure n’étaient plus décelables ensuite. 


La disparition des parasites ne peut donc étre considérée comme 
un phénoméne lié a une activité vitale. 


Discussion. 


Les protocoles rapportés confirment la profonde différence qu’il 
y a dans |’emploi du terme incubation, si l’on veut entendre sans 
précision spéciale ]’incubation générale de l’infection syphilitique 
et l’incubation locale de la lésion au point inoculé. 


Si l’on étudie en série le devenir des spirochétes injectés en 
un point doriné, on se trouve en présence de grandes difficultés 
d’interprétation. Les tréponémes, en effet, ne restent pas au 
point du dépdt, ils gagnent des voies efférentes sanguines et 
lymphatiques, et sans doute la hyaluronidase contenue dans les 
émulsions testiculaires y contribue-t-elle. 


Cette disparition importante commence dés les premiéres heures 
et vers le troisiéme jour, il est difficile de retrouver des parasites 
qui réapparaissent abondants en six, sept ou huit jours. 


Comment interpréter cette multiplication des spirochetes ? 
Certes, la division isotypique ou anisotypique permet d’en fournir 
l’explication, sans invoquer un retour des tréponémes passés en 
circulation vers le point inoculé, ce qui parait difficilement 
acceptable. 


Nous ne voulons pas entrer ici dans le débat confus des 
auteurs qui ont envisagé les différents modéles de reproduc- 
tion. A vrai dire, ils ont étudié surtout les tréponémes culti- 
vables, comme le Reiter, et ont fourni des images séduisantes de 
formation kystique, granulaire sans pouvoir donner une affir- 
mation. 


En nous basant seulement sur les constatations faites dans la 
longue suite d’animaux en expérience, il est possible d’avancer 
quelques suggestions. 


Lorsque les spirochétes disparaissent du point inoculé dans les 
heures qui suivent l’apport d’une émulsion virulente, on remarque 
cependant la présence de granulations argyrophiles, posant te 
probléme d’une forme granulaire du parasite, de leur provenance 


a partir des « grains » issus du corps des spirochétes lysés ou 
d’une division anisotypique. 
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Progressivement on voit apparaitre, tant au fond noir que sur 
les lames colorées ou dans les coupes, des formes essenticllement 
consuituées par un granule suivi d’un court filament comportant 
deux ou trois tours de spire seulement. Sur les lames imprégnées 
a Dargent, les filaments sont parfois irés faiblement argento- 
philes par opposition aux granules trés fortement imprégnés. Ces 
formations se retrouvent encore longtemps associées a la présene 
de spirochétes normaux. 


Notons aussi l’existence de formes extrémement fines, véri- 
tables « ombres » de spirochétes, indépendantes de toute forma- 
tion granulaire. Ces aspects nous rappellent ceux que nous avons 
observés lorsqu’on inocule 4 un lapin un matériel virulent de 
souris, avant qu’un syphilome ne se constitue et contienne des 
spirochétes de type normal. Nous avons signalé ce fait anté- 
rieurement [4] en rappelant la dénomination de formes meétacr- 
cliques donnée par Leishman, puis par Brumpt, a des aspects 
transitoires du récurrent. Ces spirochétes n’apparaissent que de 
fagon passagére et font place progressivement aux parasites 
typiques. 

Sans vouloir, bien entendu, inférer de nos constatations un 
cycle particulier du tréponéme, peut-étre est-il difficile d’inter- 
préter la multiplication des parasites subsistant aprés la phase de 
disparition par l’exclusive division des spirochetes ? 


D’autre part, la présence de granulations trés argentophiles 
suivies d’un fin filament 4 deux ou trois tours de spire s’impré- 
gnant trés peu a l’argent, pose a nouveau le probléme du granule 
spirochétogeéne tel qu’il a 6té défini par Seguin et par Mollinedo ‘5] 
dans sa thése de doctorat és sciences. Ayant longtemps et person- 
nellement travaillé avec ce dernier, l’un de nous estime que, pour 
certaines formes au moins, l’assimilation peut étre faite avec un 
granule spirochélogene légitime, représentant une forme évolutive 
de multiplication. On sait que pour Seguin elle naitrait par divi- 
sion anisotypique dans des conditions de souffrance. Nous ne 
poursuivons pas l’étude biologique de cet organite, ce qui nous 
entrainerait bien loin de notre sujet. 


Dans |]’étude du comportement des spirochétes inoculés, il 
convient d’envisager la qualité des tissus récepteurs. Levaditi, 
Vaisman et Schoen [6] avaient été amenés 4 distinguer les tissus 
tréponémophiles par opposition aux tissus \réponémophobes. Le 
névraxe n’est pas seul de cette catégorie. Le ganglion lympha- 
tique, le muscle ne se prétent pas a la constitution. d’un processus 
spécifique local aprés inoculation d’une souche virulente in situ. 
Cependant, si le ganglion ne permet pas la végétabilité du trépo- 
néme directement apporté, ce dernier n’est pas détruit et l’animal 
est en état de syphilis inapparente. 
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Enfin, il faut tenir compte, dans la durée de l’incubation locaie 
avant l’apparilion de la lésion apparente, du fait que les trépo- 
némes ont été transportés dans un milieu nouveau pour eux. 
Metchnikoff et Roux [7] avaient bien montré, il y a longtemps, 
qu’un virus syphilitique donne un chancre précoce en sept jours 
apres avoir subi onze passages sur M. rhesus. 


CONCLUSIONS. 


Les auteurs montrent que si la syphilis ne comporte pas d’incu- 
bation générale, par contre il est une incubation locale couvrant 
la période s’étendant jusqu’aé l’apparition de l’accident anatomique 
au point de pénétration. 


Ils suivent, par des examens successifs trés rapprochés, le deve- 
nir d’une émulsion tréponémique inoculée soit dans le testicule, 
soit dans le derme. 


L’étude a été faite au fond noir, par frottis colorés et par la 
méthode de coupes histologiques. 


Dés la deuxiéme heure aprés l’inoculation intratesticulaire d’une 
émulsion riche en tréponémes, il se produit une chute brusque 
du matériel injecté. Les parasites disparaissent presque complete- 
ment le troisitme jour. Mais on observe de nombreuses granula- 
tions, mobiles ou non, isolées ou suivies de filaments 4 deux ou 
trois tours de spire. Parfois se trouvent des spirochétes d’une 
particuliére ténuité, rappelant les formes métacycliques décrites 
par Leishman et Brumpt pour le récurrent. Ces formes se 
remarquent aussi lorsque vers le sixiéme ou huitiéme jour réappa- 
raissent des spirochétes de morphologie normale. 


Parallélement des frottis imprégnés a l’argent confirment en 
tous points les précédentes observations effectuées sur 40 lapins. 


Par la méthode des coupes on retrouve les mémes notions. 


Chez les animaux immuns la disparition des tréponémes s’effec- 
tue dans les mémes délais que chez ]’animal neuf, mais aucune 
réapparition ne se produit. 


La disparition s’observe également si le matériel injecté est 
préalablement tué : on ne peut donc considérer le phénoméne 
comme un acte vital. 


La réapparition des tréponémes aprés leur éclipse pose un diffi- 
cile probléme : les auteurs émettent I’hypothése que les divisions 
isotypiques ou anisotypiques ne seraient peut-étre pas seules a 
invoquer. On est frappé par l’abondance des formes granulaires 
si souvent décrites, suivies d’un filament trés court a deux ou 
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trois tours de spire, et par la présence de types rappelant l’aspect 
des spirochétes métacycliques de Brumpt. 


Enfin, dans quelques cas on peut assimiler au granule spiro- 
chétogéne certame morphologie caractérisée par la trés faible 
argyrophilie d’un court filament contrastant avec la forte impré- 
gnation du grain. 


SUMMARY 


PROBLEMS OF THE LOCAL INCUBATION or Spirocheta pallidum 
IN RABBIT SYPHILIS. 


_ The authors show that there is no systemic incubation in syphi- 
lis, but a local incubation exists, extending until the appearance. 
of the anatomical accident at the penetration site. 


They follow, by means of very frequent examinations, the fate 
of a Treponema emulsion inoculated into the testis or into the 
skin. The study is carried out by means of a darkfield microscope, 
stained smears and histological sections. 


Two hours after intratesticular inoculation, the inoculated mate- 
rial suddenly decreases ; the parasites disappear almost completely 
on the third day ; but it is possible to notice numerous granulations. 
mobile or immobile, isolated or accompanied by spiral filaments. 
Sometimes it is also possible to see extremely small spirochaetes 
resembling the metacyclic forms of recurrent spirochaetes descri- 
bed by Leishman and Brumpt. 

Silver impregnated smears confirm these observations. 

The histological sections technique also yields the same results. 

In immune animals the disappearance of the Treponema is 
realized within the same time as in non immune animals, but no 
reapparence is observed. 

The disappearance also occurs with inactivated material ; there- 
fore the phenomenon cannot be considered as being due to vital 
activity. 

The appearance of the Treponema after the eclipse phase 
raises a difficult problem. The authors suggest that isotypic and 
anisotypic divisions might not alone be involved. The great num- 
ber of granular forms possessing a very short spiral filament and 
the presence of forms resembling the Brumpt’s metacyclic Spiro- 
chaetae are striking. 

Certain forms at least, characterized by a slight argyrophily 
of the filament and the strong impregnation of the granules, very 
much resemble the spirochetogeneous granule. 
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ETUDE ELECTROPHORETIQUE, CHROMATOGRAPHIQUE 
ET IMMUNOLOGIQUE DES ANTIGENES 
DE CANDIDA ALBICANS. 


CARACTERISATION DE DEUX ANTIGENES SPECIFIQUES 


par J. BIGUET, R. HAVEZ, TRAN VAN KY et R. DEGAEY (*). 


(Laboratoires de Parasitologie [professeur J. Bicuer] 
et de Biochimie pathologique [professeur G. Biserre] 
de la Faculté mixte de Médecine et de Pharmacie de Lille) 


Nous avons pu montrer dans nos travaux préliminaires {4 et 2] 
que les techniques de diffusion en gélose et d’immuno-électro- 
phorése étaient aisément applicables a l'étude des fractions anti- 
géniques des levures du genre Candida. Dans le présent travail 
nous nous efforcons de préciser les antigénes spécifiques de Can- 
dida albicans en associant les méthodes électrophorétique, chro- 
matographique et immunologique. 


MATERIEL ET TECHNIQUES 


A. — Soucues uTILis£Es (1). 


Les souches de levures suivantes sont utilisées aprés quarante- 
huit heures de culture sur milieu solide glucosé de Sabouraud : 


3 souches de C. albicans, 

2 souches de C. tropicalis, 

2 souches de C. zeylanoides, 

2 souches de C. krusei, 

1 souche de C. brumpti, 

1 souche de C. macedoniensis, 
2 souches de C. pseudotropicalis, 
2 souches de C. stellatoidea. 


(*) Manuscrit recu le 20 juillet 1960. 
(1) Ces souches ont été obtenues a 1]’Institut Pasteur de Paris et au 


Centraal Bureau voor Schimmelcultures de Baarn. 
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Les 7 premiéres espéces appartiennent a des groupes différents 
de la classification fondamentale de Langeron et Guerra [9], 
fondée essentiellement sur l’étude des fermentations et de l’assi- 
milation des sucres. 

Quant a C. stellatoidea (Jones et Martin [7]), elle est considérée 
comme une espéce distincte de C. albicans par ‘Langeron et 
Guerra [10], en raison de son absence de production d’acide 
4 partir du saccharose, de sa faible production de chlamydospores 
et de son peu de pouvoir pathogéne pour le lapin. Winter et 
Foley [17] étudient 195 souches répondant aux caractéres de fer- 
mentation de C. albicans et de C. stellatoidea (fermentation du 
glucose et du maltose). Ils observent des variations importantes 
des trois caractéres considérés par Langeron et Guerra selon les 
souches de C. albicans utilisées. Ces résultats les aménent a consi- 
dérer C. stellatoidea comme l'une des multiples variantes de 
C. albicans avec qui elle doit tomber en synonymie. 

Les résultats de ces derniers auteurs confirmés en 1955 par 
les données immunologiques réalisées par Jonsen [8], sont 
contestés, dans les structures antigéniques établies tout récemment 
par Tsuchiya et coll. [46] 4 Paide de méthodes d’agglutination sur 
lames. Eludié par ces techniques, C. tropicalis posséde 6 anti- 
génes communs avec C. albicans, alors que C. stellatoidea semble 
moins proche de C. albicans et ne présente que 5 antigénes 
communs a cette espéce. 


B. — PREPARATION DES ANTIGENES. 


Dix grammes de levures séches, préalablement lavées a l’acétone 
glacée et lyophilisées, sont broyés mécaniquement pendant une 
heure avec de la poudre de verre. Une triple extraction est prati- 
quée avec 20 ml d’eau distillée. Aprés centrifugation réfrigérée 
a 10000 tours par minute, Jes surnageants sont rassemblés et 
complétés exactement a 100 ml. Les protéines totales de chaque 
lot d’antigéne sont dosées par la méthode du biuret. Aprés quoi 
chaque lot est lyophilisé. 


C. — PREPARATION DES IMMUNSERUMS. 


Les antisérums de lapin sont préparés par deux méthodes 
différentes : injections hebdomadaires par voie sous-cutanée d’une 
solution aqueuse de 30 mg d’antigéne lyophilisé et incorporé 
a l’adjuvant de Freund [5], injections intraveineuses répétées 
d’une solution d’antigéne préparée selon la méthode décrite par 
Porter [42]. 

Quatorze animaux différents sont soumis a ces méthodes 
d’immunisation pour la préparation de l’immunsérum C. albicans. 
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L’immunisation de l’animal est suivie par titrage périodique du 
sérum prélevé. Les antisérums sont titrés par rapport a une solu- 
tion d’antigéne de C. albicans renfermant 1 g p. 1 000 de protéines 
et sont retenus lorsqu’ils précipitent a une dilution de 1/128. 


D. — METHODES D’ETUDE ET DE FRACTIONNNEMENT DE L’ANTIGENE. 


Diverses méthodes d’électrophorése de zone sont utilisées : 
électrophorése en gélose et en gel d’amidon. Nous réalisons 
d’autre part un fractionnement de l’antigéne par le sulfate d’ammo- 
nium et par chromatographie sur D. E. A. E.-cellulose. 


1° Microélectrophorése en gélose (tampon véronal de pH 8,2, 
force ionique 0,1). 

Une séparation satisfaisante est obtenue en cing heures 
trente sous un potentiel de 20 volts aux extrémités des lames 
(7,5 x 2,5 cm). Aprés fixation chimique les protéines sont révé- 
lées par le vert de lissamine, les glycoprotéides par la technique 
a l’acide periodique-réactif de Schiff {3], les lpoprotéides par le 
noir Soudan {45}. 


2° Immuno-électrophorése en gélose (tampon vérona] de pH 8,2, 
force ionique 0,1) [6]. 

Apres séparation électrophorétique, la révélation des dia- 
grammes en gélose est obtenue a l'aide des immunsérums de 
lapin. Cette méthode, d’une grande spécificité, permet de dénom- 
brer les antigénes entrant dans la constitution de chacune des 
fractions électrophorétiques. ‘La saturation préalable des anti- 
corps de limmunsérum utilisé par Vantigéne étudié situe exac- 
tement la position des antigénes spécifiques au sein du diagramme 
global de l’espéce. Elle permet ainsi de définir les rapports anti- 
géniques des différentes espéces de Candida étudiées. Cette 
méthode reste toutefois tributaire de la qualité de l’immunsérum 
utilisé et ne peut révéler qu’un nombre mineur de constituants. 


3° Electrophorése en gel d’amidon. — Nous utilisons un appa- 
reil d’électrophorése vertical [14] et le systeme tampon discontinu 
décrit par Poulik [13]. Cette méthode permet de réaliser l'étude 
comparative de 8 échantillons en seize heures sous un potentiel 
de 100 volts aux extrémités du gel. Les fractions séparées sont 
révélées par Vamido-schwarz. 


4° Fractionnement de l’antigéne par le sulfate d’ammonium. — 
Les cing fractions (F1, F2, F3, F4 et F5) sont obtenues successi- 
vement a 30, 50, 60, 80 et 100 p. 100 de saturation en sulfate 
d’ammonium. Le fractionnement est réalisé &4 pH 7 et a 20°C. 
Chaque fraction est dialysée trois jours contre eau distillée, puis 
lyophilisée. 
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5° Chromatographie sur colonne D. E. A. E.-cellulose. — ‘La 
diéthyl-amino-éthyl cellulose (D. E. A. E.-cellulose) est préparée 
suivant la technique de Peterson et Sober [414]. L’élution est pra- 
tiquée par la méthode de Fahey [4] avec un gradient de pH et de 
force ionique réalisé en tampon phosphate. Des fractions de 4 ml 
sont recueillies avec un collecteur automatique de fractions. Ces 
éluats sont mesurés par spectrophotométrie 4 270 mp. Les frac- 
tions sont lyophilisées aprés dialyse contre eau distillée. 


RESULTATS 


A. — Erupr ELECTROPHORETIOUE DES ANTIGENES DE Candida albicans. 


L’électrophorése en gélose pratiquée sur l’antigéne total (fig. 1). 
ne permet pas d’obtenir une résolution satisfaisante. Les fractions 


ih he diva a © 


o 


Fic. 1. — Courbes densitométriques des protéinogramme (trait plein) et glyco- 

protéinogramme (trait pointillé) en gélose de l’antigéne de C. albicans. Le diagramme 

immuno-électrophorétique correspondant obtenu ayec un sérum de lapin anti- 
C. albicans montre 9 arcs de précipitation. 


protéiques majeures se situent au voisinage du versant anodique 
du godet de dépdt. Ces fractions se colorent faiblement par la 
méthode  l’acide periodique-réactif de Schiff. On décéle en outre, 
dans cette zone, une faible trace de constituants de nature lipo- 
protéique. Deux fractions mineures plus rapides et de nature 
protéique s’individualisent dans la partie anodique extréme du 
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diagramme. La zone cathodique du diagramme en gélose est 
occupée essentiellement par deux fractions mineures dont la 
richesse en glycoprotéines est assez caractéristique (fig. 1). Ce 
diagramme révélé par l’immunsérum homologue montre 9 arcs 
de précipitation différents (fig. 1). Nous les dénommons dans 
ordre alphabétique, de la zone cathodique a l’extrémité anodique 
du diagramme, 

L’électrophorése en gel d’amidon réalisée sur lantigéne total 


Fic. 2. — Schéma des électrophoréses en gel d’amidon (appareil vertical) révélées 

a Vamido-schwarz réalisées avec l’antigéne total de C. albicans (C. alb.) et les 

fractions précipitées pour des concentrations en sulfate d’ammonium de 30 p. 100 

de saturation (F1), 50 p. 100 (F2), 60 p. 100 (F3), 80 p. 100 (F4) et 100 p. 100 (FS). 

La plupart des antigénes précipitent entre 50 et 60 p. 100 de saturation en sulfate 

d’ammonium et cette fraction s’enrichit en composants mineurs non révélés sur 
le diagramme de I’antigéne total. 


permet de révéler sept fractions différentes, les constituants 
majeurs occupant ici encore la partie moyenne du diagramme 


igre2): 


B: — ErupbrE DES FRACTIONS OBTENUES PAR RELARGAGE 
AU SULFATE D AMMONIUM. 


Le fractionnement par augmentation progressive de la concen- 
tration en sulfate d’ammonium tel que nous le réalisons donne 
des précipités de constitution encore fort complexe. Leur étude 
immuno-électrophorétique est rapportée dans la figure 3. On cons- 
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tate aisément un chevauchement notable des zones de précipita- 
tion de plusieurs constituants. La totalité des divers antigénes est 


Fic. 3. — Etude immuno-électrophorétique en gélose de l’antigéne de C. albicans 

(C. Alb.) et des fractions précipitées pour des concentrations progressives de la 

solution en sulfate d’ammonium. Fl, 30 p. 100 de saturation ; F2, 50 p. 100; 

F3, 60 p. 100; F4, 80 p. 100 et Fd, 100 p. 100. Les antigénes spécifiques b et d 
sont marqués d’un cercle et se localisent dans les fractions 3 et 4. 


caractérisée dans le précipité obtenu entre 50 et 60 p. 100 de satu- 
ration (fraction 3). Toutefois les fractions précipitées A 60 p. 100 
de saturation en sulfate d’ammonium sont particuliérement riches 
en constituants de nature glycoprotéique, comme le démontre aisé- 
ment l’étude électrophorétique avec révélation par l’acide perio- 
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dique-réactif de Schiff et le dosage des hexoses [méthode a 
Vorcinol} (tableau I). 


Tasreau I. — Taux d’hexoses (pourcentage du poids sec) des fractions 
obtenues par relargage au sulfate d’ammonium de l’antigéne de 
C. albicans (dosage par la méthode 4a J’orcinol). 


CONCENTRATION EN SULFATE D’AMMONIUM 
°° cAQC<SSS 


30 p. 100 50 p. 100 60 p. 100 80 p. 100 saturation 
4,1 5,4 16,6 5,9 0,6 


La séparation électrophorétique obtenue dans |’étude des frac- 
tions ainsi préparées est nettement plus satisfaisante que dans 
Pétude réalisée sur l’antigéne total. La fraction 3 notamment se 
montre constituée de 6 pics d’absorption parfaitement individua- 
lisés sur le protéinogramme en gélose. En gel d’amidon cette 
méme fraction permet de révéler 11 composants électrophoréti- 
quement différents (fig. 2). 

Le fractionnement ainsi réalisé conduit done a un enrichisse- 
ment notable de la préparation en certains constituants mineurs 
précipités sélectivement entre 50 et 60 p. 100 de saturation en 
sulfate d’ammonium et qui ne peuvent étre révélés dans le dia- 
gramme obtenu a4 partir de |’antigéne total. 


C. — CARACTERISATION DES COMPOSANTS ANTIGENIQUES SPECIFIQUES 
DE L’ESPECE C. albicans. 


L’existence de composants antigéniques spécifiques de l’espéce 
Candida albicans peut étre démontrée en saturant les anticorps de 
V’immunsérum anti-C. albicans a l’aide des antigénes lyophilisés 
préparés a partir de chacune des autres espéces étudiées. 

Aucune préparation des 7 espéces étudiées ne contient la tota- 
lité des déterminants antigéniques de C. albicans (fig. 4). L’espéce 
antigéniquement la plus voisine est représentée par C. stellatoidea 
qui contient 7 fractions immunologiquement identiques. Seuls les 
arcs b et d sont encore visibles dans le diagramme électrophoré- 
tique de l’antigéne C. albicans révélé par son antisérum homo- 
logue épuisé avec l’antigéne de C. stellatoidea. 

Les constituants e et i de C. stellatoidea révélés par )’immun- 
sérum anti-C. albicans possédent, malgré leur identité antigénique 
avec les constituants qui leur correspondent chez C. albicans, un 
comportement électrophorétique légérement différent. Les arcs 
ont en effet dans les diagrammes immuno-électrophorétiques un 
aspect bifide ou nettement dédoublé. L’utilisation de cet immun- 
sérum épuisé par l’antigéne C. stellatoidea permet de localiser 
aisément les constituants spécifiques b et d au sein des fractions 
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obtenues par relargage au sulfate d’ammonium. La fraction 8 ren- 
ferme ces deux antigénes, la fraction 4, beaucoup moins complexe 
dans sa composition, renferme uniquement le constituant 6. 


d O 6 CAIb 


Eien 4. = Bitte immuno-électrophorétique en gélose des antigénes de 8 espéces 
oe Geena ; 2 : : ; 
de Candida 4 Vaide d’un sérum de lapin anti-C. albicans. Les antigénes communs 
a ces espéces et a C. albicans sont révélés dans ces diagrammes. 
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D. — Essar DE PURIFICATION DES ANTIGENES SPECIFIQUES 
DE C. albicans PAR CHROMATOGRAPHIE suR D. E. A. E.-ceL.uos. 


La localisation des antigénes spécifiques au sein de la fraction 
la plus hétérogéne obtenue par relargage au sulfate d’ammonium 


DO. 
270mm. 


An tig énes 


Fic. 5. — Séparation chromatographique sur D. E. A. E.-cellulose de l’antigéne 
de C. albicans. Les antigénes spécifiques b et d se localisent dans la fraction C4. 


a es C.AIB. 
. d 6 a 
A.S.C.A ¢ c 
c 
Se 
° Fraction 
A Cte 
ae me ae 
om . ele 
O° C. Stel. 
Anfipganes 
spécifiques ; 
d 3) 
Fic. 6. — Etude immuno-électrophorétique en gélose de la fraction C4 obtenue par 


chromatographie sur D. E. A. E.-cellulose. L’utilisation de ’immunsérum C. albicans 
et du méme antisérum épuisé par l’antigtne de C. stellaloidea permet de préciser 
la position des antigénes spécifiques de C. albicans (arcs de précipitation de b et d). 


nous a amenés, pour tenter leur isolement, a recourir 4 d’autres 
méthodes de fractionnement. 
La fraction obtenue entre 50 et 60 p. 100 de saturation en sulfate 


d’ammonium est lyophilisée puis soumise 4 une séparation chro- 
matographique sur D.E. A. E.-cellulose. La courbe d’élution 
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obtenue & 270 mu est représentée dans la figure 5. Le pic C4 ren- 
ferme les deux antigénes b et d, ainsi que deux autres constituants 
que nous pouvons assimiler aux fractions a et c. Le pic C5 qui 
lui fait suite ne renferme que le constituant a. yor. 
L’étude de la fraction C4 par la méthode d’Ouchterlony a l’aide 
des immunsérums anti C. albicans, anti C. stellatoidea, anti C. 
tropicalis, anti C. zeylanoides, anti C. krusei, anti C. pseudotropi- 
calis permet de démontrer l’existence dans cette préparation dun 
antigéne commun aux espéces C. albicans, tropicalis, zeylanoides, 
stellatoidea et pseudo-tropicalis (antigéne a). Un second antigéne 
est particulier aux espéces albicans et stellatoidea (antigéne c). 
Seul Candida albicans posséde les antigénes b et d. Ces résultats 
sont confirmés par |’étude immuno-électrophorétique de cette pré- 
paration (fig. 6). 


E. — Discussion DES RESULTATS ET REFLEXIONS 
SUR LES POSSIBILITES ET LES LIMITES DES TECHNIQUES UTILISEES 
SUR DU MATERIEL PARASITAIRE. 


L’association de techniques de fractionnement des protéines 
(électrophorése, chromatographie et immuno-électrophorése) nous 
permet de caractériser avec les immunsérums utilisés 9 fractions 
antigéniques chez Candida albicans (2), l’épuisement des immun- 
sérums anti-C. albicans par les antigénes de quelques Candida 
judicieusement choisis a montré que deux de ces fractions sont 
spécifiques de l’espéce. 

Ces résultats different de ceux de Tsuchiya et coll. [46]. Par 
ces méthodes d’agglutination, ces auteurs mettent en évidence chez 
C. albicans 7 antigénes, dont l’un est spécifique. Toutefois ’immu- 
nisalion qu’ils réalisent par des levures enti¢res injectées par voie 
veineuse chez l’animal est déja susceptible de fournir une pre- 
miére explication des divergences obtenues dans les résultats 
expérimentaux, Les méthodes d’étude de |’antigéne que nous uti- 
lisons reposent en outre sur des bases physico-chimiques diffé- 


(2) Dans nos travaux préliminaires de 1959 [4, 2] 5 fractions anti- 
géniques sculement avaient été détectées, ce qu’explique l’immunisa- 
tion insuffisante des lapins donneurs d’immunsérum. Par ailleurs, Ja 
souche de C. brumpti dont nous disposions avait été accidentellement 
souillée par C. albicans. Pour ces raisons, les résultats de ce travail 
sont difficilement comparables 4 ceux présentés aujourd’hui. I] convient 
d’ailleurs de rappeler que la seule ambition de ces deux notes était 
de préciser Vintérét éventuel de l’emploi des techniques immuno- 
chimiques modernes dans 1’étude des fractions antigéniques des cham- 
pignons pathogénes : nos conclusions encourageantes ont été largement 
Hebe soles depuis et peuvent méme s’étendre au matériel helmintho- 
ogique. 
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rentes. A la spécificité immunochimique s’ajoute, en effet, un frac- 
tionnement de base réalisé par |’électrophorése. Il peut apporter 
dans l’étude d’un mélange antigénique aussi complexe une sépa- 
ration fondée a la fois sur la composition chimique des antigénes 
et méme sur leur taille moléculaire pour l’électrophorése en gel 
d’amidon ou pour la diffusion au sein du milieu gélosé. 

Toutes ces méthodes suggérent avec force l’étroit apparentement 
de C. albicans et C. stellatoidea, tandis que la structure antigé- 
nique de C. tropicalis semble plus éloignée de ces deux espéces. 

La préparation des antigénes spécifiques de C. albicans néces- 
site le couplage de plusieurs méthodes de fractionnement (relar- 
gage au sulfate d’ammonium et chromatographie) et ne nous 
conduit jusqu’alors qu’a l’obtention d’une fraction polyspécifique 
groupant un antigéne commun a C. albicans, C. tropicalis, 
C. stellatoidea, C. zeylanoides, C. pseudotropicalis et C. macedo- 
niensis, un second antigéne commun a C. stellaloidea et C. albi- 
cans el les deux antigénes spécifiques de C. albicans. Notre expé- 
rience est maintenant suffisante pour porter un premier jugement 
sur l’intérét de ces méthodes dans l’étude d’un matériel parasi- 
taire. Il ne semble pas qu’elles puissent avoir de larges appli- 
cations au diagnostic biologique de ces parasites. En effet, elles 
entrainent des manipulations longues et délicates et nécessitent la 
préparation de quantités suffisantes d’antigénes. I] est cependant 
indiscutable que leur mise en ceuvre peut conduire a la caractéri- 
sation précise et 4 l’isolement de fractions antigéniques spécifiques, 
par conséquent a la préparation d’antigénes et d’allergénes de 
grande valeur. Il se confirme également qu’elles sont suscep- 
tibles de fournir des arguments taxonomiques nouveaux. On peut 
supposer raisonnablement que l’étude de la nature et des pro- 
priétés de ces fractions peut contribuer a la connaissance de la 
pathogénie de ces affections parasitaires. 


R&suME. 


L’extraction aqueuse de broyats cellulaires de levures du genre 
Candida conduit a la préparation d’un antigéne de nature pro- 
téique, riche en hexoses. La préparation obtenue a partir de Can- 
dida albicans cultivé quarante-huit heures sur milieu solide glucosé 
de Sabouraud est fractionnée par différentes méthodes d’électro- 
phorése de zone (électrophorése en gélose et en gel d’amidon), 
précipitation au sulfate d’ammonium et chromatographie sur 
D. E. A. E.-cellulose. Sa structure antigénique déterminée par 
immuno-électrophorése en gélose conduit 4 la description de neuf 
fractions dont deux sont spécifiques de l’espéce C. albicans. Le 
dénombrement des fractions antigéniques communes a C, albicans 
et A sept autres espéeces de Candida est également réalisé. Nos 
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résultats rapprochent sur le plan antigénique C. stellatoidea de 
C. albicans, C. tropicalis de C. zeylanoides et distinguent nette- 
ment ces espéces de C. krusei, C. brumpti, C. macedoniensis et 
C. pseudotropicalis. 


SUMMARY 


ELECTROPHORETIC, CHROMATOGRAPHIC AND IMMUNOLOGICAL STUDIES 
on Candida albicans. 
CHARACTERIZATION OF TWO SPECIFIC ANTIGENS. 


By means of water extraction of ground Candida, the authors 
prepare a proteic antigen, rich in hexoses. The material obtained 
from a 48 hours culture of C. albicans on Sabouraud’s solid glu- 
cose medium, is fractionated by means of various zone electro- 
phoresis methods (gel and starch electrophoresis), precipitation 
with ammonium sulfate and chromatography on D. E. A. E.- 
cellulose. Its antigenic structure, as demonstrated by gel immuno- 
electrophoresis, shows nine fractions, two of which are specific 
for C. albicans. The antigenic fractions common to C. albicans 
and seven other Candida species are also demonstrated : C. stella- 
toidea is antigenically related with C. albicans, C. tropicalis with 
C. zeylanoides and these species are different from C. kruset, 
C. brumpti, C. macedoniensis and C. pseudotropicalis. 
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EFFETS CYTOLOGIQUES DES ENZYMES PRODUITES 
AU COURS DE LA SPORULATION 
DES BACILLES AEROBIES (*) 


par J. TOMCSIK ect M. BOUILLE (**) 


Unstitut d’Hygiene de l'Université de Bale) 


Strange et Dark [4] ont isolé une enzyme S lysant la paroi 
cellulaire a partir des spores du genre Bacillus. Cette enzyme 
montre une activité optima a pH 8. Son activité est mise en 
évidence par une diminution de la densité optique des suspen- 
sions de parois cellulaires de B. cereus et la libération d’hexo- 
samine. 


Work [48] a isolé une enzyme semblable des spores d’un 
Bacillus cereus. Cette enzyme dissout quelques microorganismes 
Gram-négatifs qui ont subi un traitement préalable par le chloro- 
forme ou l’acétone ; mais cette enzyme est inactive envers la 
plupart des microorganismes Gram-posilifs étudiés. « L’enzyme 
des spores » (S) de Strange et Dark et celle de Work ont une 
activité optima au méme pH. Toutefois, elles différent par cer- 
taines de leur activités. 


Strange et Dark [5], dans un travail plus récent, ont décrit une 
enzyme V, nettement différente de la précédente, dont l’activité 
optima est a pH 4,5. Cette enzyme a été isolée des sporanges de 
Bacillus cereus, et elle parait étre liée au phénoméne de la sporu- 
lation. Cependant ses effets n’ont été étudiés par Strange et Dark 
qu’avec des méthodes optiques et chimiques. I] a paru important 
d’entreprendre une étude sur l’effet de cette enzyme sur la cyto- 
logie des bactéries sporulantes et en particulier leur effet sporan- 
giolytique. Au cours de ce travail, il nous a paru assez rapidement 
que l’on pouvait distinguer des effets différents sur la paroi 
cellulaire et sur le cytoplasme, que nous avons dénommés « parié- 
tolyse » et « cytoplasmolyse ». L’évolution de l’activité enzyma- 
tique au cours de Ja sporulation de microorganismes aérobies 


(*) Travail effectué avec l’aide du Bureau Fédéral du Travail (Berne). 
(**) Manuscrit recu le 18 juillet 1960. 
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variés a été étudiée pendant et aprés leur culture sur milieu solide 
ou sur milieu liquide agité, a différents stades de la croissance et 
de la production de spores. Nous nous sommes d’autre part 
servis d’une méthode trés simple, permettant une étude précise de 
la sporangiolyse a n’importe quel stade de la sporulation, ayant 
constaté que l’action sporangiolytique des germes sporulants est 
ralentie sans étre arrétée quand les préparations humides entre 
lame et lamelle sont conservées 4 la température du laboratoire. 
Différents slades de la pariétolyse ont pu étre ainsi observés au 
microscope a contraste de phase ; de plus l’action des différents 
anticorps dans leur interférence avec l’activité enzymatique a pu 
étre étudiée. 


MATERIEL ET METHODES 


MicroorcanismEs. — Nous avons utilisé 33 souches de B. cereus, 1 de 
B. thuringiensis et 12 de B. anthracis, décrites par Tomecsik et Bau- 
mann-Grace [40]. 


MinizuxX DE CULTURE. — Les cultures ont été faites sur milieu solide 
ou en milieu liquide agité. Trois milieux différents ont été utilisés, 
gélosés on non : le milieu Gladstone-Fildes (GF) [2], l’extrait de pomme 
de terre et le milieu de Grelet déficient en alanine [8]. 


PREPARATION DE L’ENZYME V. — Nous avons suivi exactement la tech- 
nique de Strange et Dark [5]. 


PRODUCTION DES ANTI-sERUMS. — Les détails de la préparation des 
sérums anti-cellules végétatives de B. cereus et de B. anthracis (anti- 
polyosidique et anti-polypeptidique) ont été publiés [40, 47]. 

En ce qui concerne la préparation des sérums anti-spores de B. cereus, 
les spores obtenues sur extrait de pomme de terre ont d’abord é!é 


débarrassées des restes végétatifs selon une technique basée sur celle 
de Strange et Dark [46]. 


Les spores sont suspendues dans l’eau, le pH amené & 4,5 avec du 
HCl 0,1 N et la suspension de spores placée pendant quatre-vingt-dix 
minutes 4 la température de 48° C (a cette température, contrairement 
a celle recommandée par Strange et Dark, il n’y a pas de coagulation 
du cytoplasme). Les spores sont ensuite lavées deux fois A l’eau dis- 
lillée et lyophilisées, Pour la préparation du sérum anti-spore, les 
spores lyophilisées sont mises en suspension dans une quantité de 
solution physiologique telle que la densité de la suspension soit un 
peu plus élevée que le tube n° 4 de l’échelle standard BaSO. de 
McFarland. Les injections ont été faites chez le lapin, dans la veine 
marginale de l’oreille. Les animaux ont recu 6 & 8 injections de 2 ml 
4 trois ou quatre jours d’intervalle. Sept & huit jours aprés la derniére 
injection, les lapins ont été saignés A la carotide. Les sérums anti- 
spores sont désignés selon les souches utilisées pour leur obtention. 
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Réactions sérologiques microscopiques. — Sur une lame porte-objet, 
on fait un mélange d’une goutte de suspension et d’une goutte d’anti- 
sérum. On recouvre d’une lamelle et on examine au microscope 
a contraste de phase, soit immédiatement, soit aprés un séjour plus 
ou moins prolongé en chambre humide. 


RESULTATS 


1° Changements cytologiques survenant durant la sporulation et 
induits par les enzymes sporangiolytiques. 


La plupart de nos souches de B. cereus et de B. anthracis 
sporulent lors de leur culture sur extrait de pomme de terre agité. 
Les spores apparaissent A 30°-37°C en treize a dix-sept 
heures {46}. Aucune spore n’est décelable jusqu’a dix-sept heures 


Tasteau I. — Relation entre la pariétolyse de B. cereus, souche 2 
et la sporulation. ; 


F Durée dela| Etat dela sporu- Pn: 
Milieu culture lation pour 100 élé- Ess uspomngiotyigve ¥ Sth 
ments dénombrés. . . 
a 302C apie '€S- | Dariétolyse | Cytoplasmolyse 
Extrait de 13 heures O/15 50mn. + 5O;mn 
pomme de 1S: Vik 5/30 45u ++ 45 u 
terre. : 
Nig " 20750 300 +++ 30 u 
“|3 heures 0/0 135mn° — 135 mn 
GF u “" — u 
agar is} 0/0 135 135 
i 0/70 1335 4 _ 135 « 
ret 


*a: spores libres; b: spores dans les sporanges. Pariétolyse: +, uniquement 

des chatnes découpées contenant des spores ; ++, sporanges presque complétement 

dissous, cellules végétatives intactes; + + +, sporanges complétement dissous, 

cellules yégétatives fortement dissoutes. Cytoplasmolyse : +, une partie des cellules 
végétatives & parois intactes sont vides. 


quand la culture a eu lieu sur le milieu Gladstone-Fildes (GF) 
riche en acides aminés (Tomcsik et Baumann-Grace [9)). 

La croissance sur les milieux extrait de pomme de terre et 
milieu de Grelet est trés bonne. Les cultures de treize, quinze et 
dix-sept heures dans l’extrait de pomme de terre agité sont centri- 
fugées et le culot est remis en suspension dans un petit volume de 
tampon de Mc Ilvaine pH 4,6 de telle maniére que la densité de 
la suspension soit vingt-cing fois plus élevée que celle de la 
culture originale. Des suspensions identiques sont faites & partir 
de cultures de treize, quinze et dix-sept heures en milieu GF. ‘Les 
suspensions, additionnées d’une trace de toluéne, sont. placées au 
bain-marie a 87° C. Les résultats des examens au microscope a 
contraste de phase sont résumés dans le tableau I. 
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De ce tableau il ressort que les enzymes qui exercent une action 
lytique sur la paroi cellulaire sont produites parallélement a la 
sporulation. En effectuant de semblables expériences, nous avons 
constaté que la température peut étre élevée jusqu’a 48° C mais 
non pas au-dela, car une coagulation du cytoplasme rend alors 
difficile l’observation de l’effet pariétolytique. 


Des expériences semblables réalisées avec de nombreuses 
souches de B. cereus et de B. anthracis montrent que le test cyto- 
logique le plus sensible de l’effet pariétolytique est le découpage 
des chaines. Ce phénoméne est particuli¢rement frappant quand 
les filaments longs sont transformés en chaines courtes ou en 
formes monocellulaires. Ce phénoméne est probablement dt a la 
séparation des parois transversales (intercellulaires) incomplete- 
ment divisées. Un effet semblable de découpage des chaines 
est observé en quelques secondes par un traitement de la suspen- 
sion bactérienne avec des ultrasons {45}. L’enzyme pariétolytique 
attaque probablement d’abord les liaisons intercellulaires micro- 
scopiquement inapparentes qui fixent entre elles les parois trans- 
versales incomplétement divisées. A ce moment les parois qui, 
auparavant, se trouvaient entre deux cellules ne sont pas encore 
modifiées. Quelquefois les parois transversales sont cependant 
touchées et des formes ovoides apparaissent (pl. I, fig. 1); 
celles-ci rappellent les formations observées au cours des 
premiers stades de l’action du lysozyme sur B. megaterium 
(Tomesik et Guex-Holzer [42)). 


Les parois des sporanges sont dissoutes habituellement par des 
enzymes produites 4 lintérieur du sporange. Quand V’action des 
enzymes est rapide et quand elle a heu en présence d’anticorps 
anti-paroi cellulaire ajoutés 4 la préparation, ceux-ci précipitent 
la matiére de la paroi cellulaire, qui vient d’étre dissoute par 
enzyme. Un « gonflement » apparent du sporangium peut étre 
observé (Tomesik et Baumann-Grace [9]). En absence des anti- 
corps anti-paroi cellulaire, les parois des sporanges montrent une 
désintégration en granules a peine visibles, au moment de la libé- 
ration des spores (pl. I, fig. 2), Parallélement a la désintégration 
des sporanges, les enzymes sont libérées ; cependant leur concen- 
tration n’est pas suffisante dans la plupart des cas pour dissoudre 
les parois des cellules végétatives présentes. Suivant la méthode 
de Strange et Dark [5] déja citée, la concentration des enzymes 
libérées peut ¢tre augmentée et les cellules végétatives sont 
alors dissoutes (pl. I, fig. 3). Le tableau I montre que ce stade 
n’est atteint rapidement que dans le cas ot la sporulation intra- 
cellulaire de la culture initiale est suffisamment élevée. 


Les observations cytologiques que nous décrivons suggérent 
un effet éminemment pariétolytique des enzymes de la sporula- 
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tion. Lveffet des enzymes autolytiques est beaucoup moins 
prononcé. I] est indépendant de la sporulation et se manifeste 
surtout par une modification de l’aspect du cytoplasme. Dans 
l'étude des enzymes de la sporulation, nous n’avons observé que 
rarement un effet cytoplasmolytique quelque peu prononcé. Habi- 
tuellement, le cytoplasme n’est affecté que consécutivement a la 
désintégration de la paroi cellulaire. Il entre en solution directe- 
ment ou aprés avoir pris une forme sphérique. Ces formes 
sphériques ne peuvent étre cependant stabilisées avec une solu- 
tion isotonique de saccharose, comme c’est le cas avec les proto- 
plastes de B. megaterium obtenus par l’action du lysozyme, 
mais ils prennent, comme il sera montré plus tard, en présence 
de certains sérums, des tailles étonnamment grandes. 


2° Inhibition de la pariétolyse enzymatique par les anticorps. 


Tomesik et Baumann-Grace {9] ont montré avec une culture de 
B. cereus souche 2, richement sporulée, que l’addition de l’immun- 
sérum homologue provoque un gonflement du sporange. Cette 
réaction est une variété de la « réaction spécifique de la paroi » 
décrite par Tomesik et Guex-Holzer [42, 43]. Pour rendre cette 
réaction visible en contraste de phase avec B. megaterium, il 
faut que le cytoplasme soit préalablement détruit, soit par action 
@enzymes protéolytiques [8], soit par un traitement mécanique, 
soit par la séparation de la paroi cellulaire par l’action du 
lysozyme [44, 43]. La réaction de gonflement du sporange pro- 
vient vraisemblablement d’une réaction qui ressemble a celle 
du lysozyme. Les enzymes formées au cours de la sporulation 
dépolymérisent et dissolvent parlicllement les parois des 
sporanges. Les substances dissoutes sont cependant précipitées 
par Vanticorps spécifique sur la surface du sporange et 
conduisent ainsi A une image de gonflement apparent. Au cours 
de ce travail, plusieurs variétés morphologiques de cette réac- 
tion ont été observées sur un nombre important de souches de 
B. cereus et de B. anthracis non capsulé. 


La fig. 4, pl. I, montre une variété trés particuliere de cette 
réaction. Elle est obtenue réguliérement quand un anticorps anti- 
polyosidique spécifique est ajouté a une culture de B. cereus 
bien sporulée (souche 21), et quand cette préparation est incubée 
pendant plusieurs heures ou pendant un ou deux jours en chambre 
humide. La chaine n’est pas désarticulée, les spores ne sont pas 
libérées, elles restent incluses, entources d’un halo, dans une 
masse protoplasmique énormément gonflée. Nous ne savons pas 
si le halo correspond a l’exosporium. D’autre part il est a noter 
que l’anticorps polyosidique inhibe jusqu’a un certain point la 
pariétolyse enzymatique. 
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Nous avons effectué un examen systématique de 10 souches de 
B. anthracis, les unes asporogénes, les autres modérément ou 
fortement sporulantes. Le sérum anti-polyosidique de B. anthracis, 
souche 18, ne contient pas d’anticorps antipolypeptique et le 


Tasteau II — Sporulation de 10 souches de B. anthracis, cultivées 
vingt-quatre heures 4 37°C sur l’extrait de pomme de terre gélosé 
et inhibition de la pariétolyse enzymatique par les anticorps. 


r- 


Ne del Etat de la spo- Contréle ou anti- |!7 heures en chambre humide 
Ng e'a) rulation pour 100 | sérum en chambre 
souche| éléments dénom- 
brés. a/b 


Gonflement du 


humide. sporange. Pariétolyse 


C: contréle. Po : sérum anti-polyosidique. Pp : sérum anti-polypeptidique. a: spores 
libres. b : spores dans les sporanges. 


sérum anti-polypeptidique ne conlient pas d’anticorps antipolyo- 
sidique (tableau Il). . 


Aucune pariétolyse ne s’observe avec les souches 1-5 qui sont 
asporogénes ou trés faiblement sporulantes. La pariétolyse est 
cependant considérable, s’étendant aussi aux formes végétatives, 
malgré l’absence d’une concentration préalable de la culture avec 
les souches bien sporulantes. La pariétolyse n’est inhibée d’une 
maniére marquée que dans le cas ot l’on a ajouté aux préparations 
le sérum antipolyosidique. ‘La réaction de gonflement du sporange 
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peut s’observer a divers degrés, méme aprés dix-sept heures 
d’incubation en chambre humide. Fait plus frappant: aprés ce 
temps d’observation, les chaines ne sont pas désarticulées et les 
spores ne sont pas libérées. Une seule explication nous parait 
possible : la précipitation de substances provenant de la paroi 
cellulaire, enzymatiquement dissoutes, a la surface des cellules 
incomplétement lysées par les enzymes, conserve aux chaines leur 
forme originale et empéche la libération des spores. Dans les 
suspensions qui ont été concentrées, renfermant une forte propor- 
tion de spores intracellulaires, la pariétolyse enzymatique est plus 
rapide et l’effet d’inhibilion par le sérum anti-polyosidique est 
d’une durée plus courte. A l’exception d’une légére inhibition 
occasionnellement observée, aucun effet n’est exercé par le sérum 
anti-polypeptidique. Etant donné que 4 sérums anti-polyosidiques 
différents de B. anthracis exercent une inhibition considérable de 
la pariétolyse enzymatique et qu’aucun effet semblable ne peut 
étre observé avec 4 sérums antipolypeptidiques différents de 
B. anthracis ainsi qu’avec 4 sérums spécifiques différents de 
B cereus, il est permis de conclure que l’effet inhibiteur est spéci- 
fique et ne se manifeste qu’avec l’anticorps anti-polyosidique de 
B. anthracis. Cette observation confirme d’autre part les obser- 
vations antérieures de Tomesik [7] selon lesquelles le polypep- 
tide glutamique ne participe pas a l’édification de la paroi cellu- 
laire de B. anthracis. Les propriétés physiques de cette parol 
cellulaire sont déterminées par le polyoside spécifique du bacille 
du charbon, la seule substance spécifique qui peut étre isolée 
quand la paroi cellulaire purifiée de ce bacille est dissoute dans 
Yantiformine {4}. 

En réalisant ces expériences, deux autres observations ont été 
faites. L’une concerne la germination des spores libérées en 
présence de certains antisérums. Les deux antisérums qui favo- 
risent remarquablement la germination contiennent les anticorps 
anti-polyosidiques. 

Etant donné que deux autres sérums renfermant des anti- 
corps antipolyosidiques et quatre autres sérums contenant les 
anticorps anti-polypeptidiques ne favorisent pas la germination, 
aucune corrélation ne peut étre établie entre leur présence et la 
germination. L’autre observation concerne l’effet conservateur 
que possédent certains antisérums vis-a-vis du cytoplasme et qui 
sera décrit dans le chapitre suivant. 

3° Production de masses sphériques de cytoplasme en présence 
de certains sérums. 

Dans des préparations de certaines souches de B. cereus ou 
B. anthracis en voie de sporulation, conservées a la température 
du laboratoire en chambre humide, des masses cytoplasmiques 
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sphériques, semblables 4 des protoplastes apparaissent (ples; 
fig. 5). Une observation suivie au microscope en contraste de 
phase permet de suivre leur formation. L’extrusion de masses 
protoplasmiques sphériques s’observe le plus clairement aux 
poles des bacilles et des chaines (pl. II, fig. 6 et 8), mais parfois 
on peut voir des masses cytoplasmiques demi-sphériques appa- 
raitre A la surface latérale de la paroi cellulaire (pl. H, fig. 6). 
Elles adhérent a celle-ci et montrent une légére tendance a la 
dissolution. Le diamétre des éléments sphériques varie habituelle- 
ment de 1 a 5 » quand le temps de l’incubation des préparations 
humides est court. Aprés une incubation plus longue, leur 
diamétre varie de 5 a 20 p (pl. Il, fig. 7 et 8). On peut donc 
supposer que plusieurs de ces masses cytoplasmiques peuvent 
fusionner entre elles en prenant de nouveau une forme sphérique 
réguliére. La production de ces éléments varie avec la souche, 
état de sporulation, l’addition de sérum et le temps d’incubation 
en chambre humide. Avec le B. cereus souche 1, un grand nombre 
de corps sphériques apparaissent une heure aprés l’addition du 
sérum anti-B. cereus forme végétative souche C,. Cependant 
Vaddition de cet antisérum n’est pas suivie de l’apparition de tels 
éléments quand il est ajouté a la souche homologue B. cereus C,, 
méme aprés une incubation prolongée. 


LEGENDE DES PLANCHES 


Microscope 4 contraste de phase. Gr. X 2200. Préparation humide entre lame 
et lamelle conservyée 4 la température du laboratoire dans des chambres humides. 


PLANCHE I 


Fic. 1. — B. anthracis, souche 4. Culture sur extrait de pomme de terre gélosé, 
vingt-quatre heures 4 37° C. Filaments longs avec 1 p. 100 de spores. Suspension 
des bactéries dans une solution isotonique de saccharose. Premier signe de lactivité 
de l’enzyme : découpage des chaines aprés dix-sept heures en chambre humide. 


Fic, 2. — B. cereus, souche 28. Culture sur extrait de pomme de terre agité, 

quatorze heures 4 30°C. 85 p. 100 de spores dans les sporanges. La majorité des 

chaines sont agglomérées. Suspension dans l’eau physiologique. Sporangiolyse trés 
avancée aprés vingt-quatre heures en chambre humide. 


Fic. 3. — B. cereus, souche 22. Culture sur milieu de Grelet sans alanine, agitée 

trente-sept heures 4 30°C. 30 p. 100 de spores libres. Suspension dans l’eau physio- 

logique. Pariétolyse trés avancée et plasmolyse intéressant les formes végétatives 
aprés neuf heures en chambre humide. 


Fic. 4. — B. cereus, souche 21. Culture sur milieu de Grelet sans alanine, agitée 

vingt-deux heures 4 30°C, puis centrifugée et remise en suspension dans l'eau 

distillée, et agitée pendant dix-huit heures 4 30°C. 20 p. 100 de spores dans les 

sporanges. Suspension en eau physiologique additionnée d’un sérum anti-polyosidique, 

forme particuliére de gonflement qui empéche la dissolution des chaines, aprés 
vingt-quatre heures en chambre humide. 
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PLANCHE II 


B. cereus, souche 33. Culture sur extrait de pomme de terre ou sur milieu de Grelet 
sans alanine, agité vingt-heures 4 30°C. Nombreuses spores intracellulaires. Les 
cultures sont centrifugées et remises en suspension dans l’eau physiologique. Les 
préparations humides sont faites en utilisant le sérum anti-B. cereus forme yégétative 
souche 2. Les examens sont faits apres conservation des préparations humides 
durant des temps variables dans la chambre humide. Des éléments cytoplasmiques 
sphériques apparemment intacts sont obseryés aprés un séjour de cing a vingt-cing 
heures. 
Fic. 5. — Huit heures en chambre humide. Eléments sphériques de taille variée. 


Aprés une incubation plus longue, la taille des éléments sphériques devient nettement 
plus grande. 


Fie. 6. — Eléments sphériques dans la région polaire des bacilles ou des filaments 
(cas le plus fréquent) ; petites masses, en forme de segments de sphére, le long 
de la paroi cellulaire latérale. 


5 


Fic. 7. — Vingt-cing heures, dans la chambre humide. Spores incomplétement 
libérées. Trés grands éléments sphériques ; nouveaux éléments sphériques rares. 


Fic. 8. — Méme légende que figure 7. Trés grands éléments sphériques. 
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Dans certaines préparations les grandes masses _protoplas- 
miques globoides persistent pendant quarante-huit heures, sans 
montrer aucune tendance a la dissolution. Dans d’autres, elles 
deviennent pales ou vides et une couche superficielle plus dense, 
pareille 4 une membrane cytoplasmique, peut étre observée a leur 
périphérie. En ce qui concerne la production et la survie de ces 
éléments l’action favorable des antisérums appropriés ne peut pas 
étre remplacée par une solution isotonique de saccharose. 10 a 
20 p. 100 des souches sporulantes de B. cereus et B. anthracis 
montrent ce phénomeéne aprés addition des antisérums appropriés. 
Cependant l’antisérum donnant un effet optimum avec une souche 
n’a pas la méme efficacité avec les autres souches. 


Nous ne pensons pas que les masses protoplasmiques sphé- 
riques soient de la méme nature que les protoplastes produits par 
le lysozyme. Ces derniers sont uniformes en taille ; ils dérivent 
invariablement de cellules séparées ; ils sont stabilisés par une 
solution isotonique de saccharose (Weibull [49}) ou par une solu- 
tion de Ringer (Tomesik {6]) et sont instables dans le sérum 
(Tomesik et Guex-Holzer {412]). Ils n’ont aucune tendance a 
fusionner entre eux et sont libérés aprés la dissolution enzyma- 
tique totale de Ja paroi cellulaire. Les éléments cytoplasmiques 
sphériques observés au cours de ce travail sont au contraire 
libérés avant la dissolution enzymatique complete de la parot. 
Ils peuvent se former d’une partie du cytoplasme d’une seule 
cellule ou résulter de la coalescence du cytoplasme de plusieurs 
cellules. De ce fait leurs dimensions sont trés variables. De plus, 
ils sont produits et stabilisés en présence de certains sérums a 
Ja dilution de 1/2, qui détruit les protoplastes produits par le 
lysozyme. Par contre, ils n’apparaissent pas et ils ne sont pas 
stabilisés dans les solutions isotoniques de saccharose et de 
Ringer. Si nous considérons leur genése, il faut admettre : 


a) Une lésion enzymatique de la paroi cellulaire. 
b) Un effet de certains sérums qui protégent les masses cyto- 
plasmiques libérées de la dissolution totale. 


Les observations décrites dans ce chapitre suggérent que les 
enzymes produites durant la sporulation n’agissent pas de fagon 
appréciable sur le cytoplasme. Leur effet principal est la parié- 
tolyse. 


4° Effet cytologique de l’addition de l’enzyme V sur des cellules 
végétatives. 


Les enzymes V sont préparées selon le procédé de Strange et 
Dark [5] a partir de cultures bien sporulées de B. cereus et 
B. anthracis dans l’extrait de pomme de terre agité, a la seule 
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différence prés que nous n’avons pas ajouté a ces cultures de milieu 
Gladstone-Fildes. Dans les expériences préliminaires, nous avons 
déterminé combien de temps la culture doit étre incubée pour 
qu’elle contienne le plus grand nombre de spores non libérées. 
Avec notre technique, ce stade survient pour B. cereus souche 2 
en seize A dix-sept heures. La culture est alors centrifugée, lavée 
deux fois avec une solution d’eau physiologique, une fois avec de 
leau distillée et remise en suspension dans un volume de tampon 
Mc Ilvaine, pH 4,6, correspondant a 4 p. 100 du volume original. 
Dans la suspension conservée pendant une nuit a 0° C, la sporan- 
giolyse est complete et les cellules végétatives encore présentes se 
trouvent étre dissoutes en dix minutes a 37° C. Une telle solution 
de l’enzyme V brute est nettement active a la dilution 1/10 quand 
elle est mise au contact de cellules végétatives faiblement sporulées. 

L’activité d’une enzyme V exogéne a été étudiée dans des condi- 
tions rigoureuses, en prenant comme substrat des B. cereus culli- 
vés sur agar GF pendant quatorze heures et ne présentant aucun 
signe de sporulation. L’enzyme V cereus souche 2 a 48° C et 
jusqu’a la dilution finale 1/5 découpe complétement et rapide- 
ment les chaines en éléments monocellulaires. Les résidus granulés 
de ces cellules ne sont pas complélement disparus pendant 
quelques heures. L’enzyme V de souche C, présente le méme degré 
d’activité vis-a-vis des souches 2, 7, 14 et 21 de B. cereus ; elle 
est également active, mais 4 un degré moindre vis-a-vis des 
souches de B. anthracis. Elle semble inactive envers les formes 
végétatives jeunes récemment germées. Ce fait indique une diffé- 
rence importante dans la structure de la paroi cellulaire des 
cellules jeunes et dgées. 


Ces observations ont été faites en utilisant des solutions tampons 
aux pH 4,6, 5,4, 6,8. Conformément aux observations de Strange 
et Dark {5] leffet pariétolytique est optimum a pH 4,6. En compa- 
rant l’effet des températures 37°, 48° ou 56° C, nous avons observé 
que cette derniére induit le plus rapidement le démembrement des 
chaines. Cependant nous avons préféré pour la plupart de nos 
études la température de 48° C, le cytoplasme n’étant pas coagulé 
a cette température comme a 56° C. 


5° Absence de parallélisme entre la production d’enzyme et la 
sporulation. 


Dans la majorité de nos observations, le parallélisme entre 
Pintensité de la sporulation et la production de l’enzyme est trés 
étroit. Il existe toutefois des exceptions. 


Tomesik et Baumann-Grace (9] ont observé dans les cultures en 


extrait de pomme de terre gélosé de Bacillus M (variété de 
B. megaterium) 90 p. 100 de formes sporulées en quarante-huit 
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heures. Aucune spore, cependant, n’était libérée dans les cultures, 
méme aprés dix jours. Les parois cellulaires des longues chaines 
restaient intactes et la capsule complexe de structures polyosi- 
diques et en méme temps polypeptidiques n’était pas affectée 
enzymatiquement. Dans ce cas, l’enzyme V n’était évidemment 
pas produite parallélement & une sporulation qui était excelente. 

Des enzymes de nature différente peuvent ¢tre produites, dans 
certaines conditions de culture en l’absence de sporulation. Nous 
avons observé, au cours de ce travail, que B. anthracis souche 9, 
cultivé pendant vingt et une heures en milieu GF liquide, puis 
transféré dans l’eau distillée et agité, ne produit aucune spore, 
mais que le cytoplasme des longues chaines devient transparent 
de fagon homogéne, ce qui rend bien visible la paroi cellutaire et 
transversale. I] y a eu ici sans doute une action cytoplasmolytique 
quelque peu semblable a une autolyse, mais qui apparait plus 
rapidement et qui est beaucoup plus uniforme que les changements 
autolytiques habituels des bactéries. 


RESUME. 


La production des enzymes V, isolées d’abord par Strange et 
Dark, est, sauf quelques exceptions, strictement paralléie a la 
sporulation de B. cereus et B. anthracis. Leur effet cytologique, 
a pH 4,6 est avant tout une pariétolyse. Il se traduit par un 
découpage des chaines, par la séparation des parois transversales, 
une désintégration granulaire suivie de la dissolution des parois 
cellulaires latérales. L’effet de ces enzymes est retardé ou inhibé 
par les anticorps anti-polyosidiques homologues de la paroi, mais 
il est a peine influencé par l’anticorps anti- polypeptidique. ‘L’effet 
cytoplasmolytique des enzymes V est négligeable. Le cytop!asme 
rendu libre par la désintégration de Ja paroi cellulaire est dissous 
dans les solutions isotoniques de saccharose, de Ringer et eau 
physiologique. Certains sérums exercent une action protectrice 
sur des éléments du cytoplasme qui prennent alors une forme 
sphérique réguliére et qui sont différents des protoplastes de 
B. megaterium formés par l’action du lysozyme. ; 


SUMMARY 


CYTOLOGICAL EFFECTS OF ENZYMES ELABORATED 
IN THE COURSE OF SPORULATION OF AEROBIC BACILLI. 


The elaboration of V-enzymes, isolated for the first time by 
Strange and Dark, is with very few exceptions strictly parallel 
to the sporulation of B. cereus and B. anthracis. Their cytolo- 
gical effect at pH 4,6 is before all a cell-wall lysis : bacterial 
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chains are sectioned by lysis of transversal cell-walls, then granu- 
lar disintegration followed by dissolution of lateral cell-walls takes 
place. The effect of these enzymes is delayed or inhibited by cell- 
wall anti-polysaccharide antibodies, whereas anti-polypeptide anti- 
bodies have almost no influence. 

The cytoplasmolytic effect of V-enzymes is negligible. The 
cytoplasm released by disintegration of the cell-walls is dissolved 
in isotonic sucrose solution, Ringer or saline solutions. 

Certain sera protect the cytoplasmic elements, which then take 
a spherical form and differ from B. megaterium protoplasts 
induced by lysozyme. 
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DE LA NATURE DE LA MEMBRANE 
LIMITANT LES PROTOPLASTES OBTENUS 
PAR L’ACTION DU LYSOZYME 
SUR BACILLUS MEGATERIUM 


par L. COLOBERT (*). 


(Laboratoire de Bactériologie de la Section technique 
de Recherches et d’Etudes des Services de Santé des Armées, 
108, bd Pinel, Lyon) 


On sait que la lyse de Bacillus megaterium, par le lysozyme, 
peut s’accompagner dans certaines conditions de la formation de 
protoplastes [24, 26]. Afin de ne pas présumer de la nature de ces 
éléments, nous préférons les désigner dans ce mémoire sous le nom 
de sphéroplastes {49}. Lorsque la pression osmotique du milieu 
n'est pas convenablement ajustée par dissolution d’un non-électro- 
lyte, l’exosmose du protoplasme, A travers la mince membrane 
limitant extérieurement le sphéroplaste, se produit; celui-ci se 
vide de son contenu et, la membrane persistant, 11 se réduit 4 une 
vésicule creuse. On admet habituellement que la membrane cons- 
tituant cette vésicule n’est pas autre chose que la membrane cyto- 
plasmique de la bactérie [27, 28]. Nous exposons dans ce mémoire 
des observations qui nous ont amené a penser qu’en réalité il 
s’agit non pas de Ja membrane cytoplasmique dans son état naturel, 
mais d’une formation artificielle due & J]’insolubilisation superfi- 
cielle du protoplasme par fixation d’une protéine de charge 
électrique opposée, en l’espéce le lysozyme lui-méme. Dans le 
texte, nous désignerons les vésicules creuses résiduelles comme 
le fait Weibull {26, 27, 28], sous le nom de fantémes de sphéro- 
plastes. 


TECHNIQUES. 


Le lysozyme est du lysozyme d’ceuf cristallisé fourni par la firme 
Armour (1). 
La souche de Bacillus megaterium utilisée est la souche KM que 


(*) Manuscrit recu le 28 juillet 1960. Il a été présenté oralement au 
Vile Congrés International de Microbiologie (Stockholm, 1958 [7]). 
(1) Armour Lab., Fob Kankakee, Illinois, U.S. A. 
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Weibull nous a procurée. Les bactéries sont récoltées aprés un déve- 
loppement de vingt-quatre heures 4 26° sur gélose nutritive ordinaire. 
Elles sont mises en suspension dans du tampon phosphate mono- 
sodique dipotassique 0,083 M de pH 7,2. Toutes les expériences ont été 
réalisées avec une concentration de bactéries égale 4 2 mg en poids 
sec par centimétre cube. Diluée au 1/10 une telle suspension a une 
densité optique de 0,190 dans la longueur d’onde de 760 my. Le mode 
opératoire est le suivant : 

On réalise une suspension de bactéries dans la solution-tampon dont 
la densité optique est ajustée de telle maniére que diluée au 1/10 elle 
soit égale A 0,190. Dans une cuve du photométre, on ajoute a 0,3 cm? 
d’une solution dans le méme tampon des réactifs a l'étude (saccharose, 
protamine, etc.), ou encore 0,3 cm® de la solution-tampon elle-méme. 
La solution de lysozyme dans le tampon, tilrée par simple pesée de 
Venzyme cristallisée commerciale est ajoutée au dernier moment. Le 
volume final est donc de 3 cm’; la densité optique mesurée sur une 
dilution au 1/10 est alors de 0,170. Dans le texte, les concentrations 
des réactifs sont également les concentrations finales. Toutes les expé- 
riences ont été conduites en chambre thermostatisée & la température 
uniforme de 26°. 

La méthode de dosage d’activité du lysozyme a déja été décrite [5]. 

Le microscope électronique est de marque Philips et les prépara- 
tions obtenues par simple séchage a lair sans fixation préalable. 
Ombrage au palladium. 


RESULTATS. 


INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN LYSOZYME SUR LA LYSE. — 
Lorsqu’on suit au photométre l’effet du lysozyme sur une sus- 
pension de Bacillus megaterium dans les conditions qui ont été 
préconisées, on constate que les phénoménes différent tout A fait 
suivant que la concentration en lysozyme utilisée est supérieure 
ou inférieure a environ 250 pg/cm*. La figure 1 montre quelle est 
la variation de la densité optique des suspensions pour des concen- 
trations de lysozyme inférieures a 100 pg/cm®. En attendant suf- 
fisamment longtemps, on arrive toujours a obtenir une clarification 
pratiquement totale et, en premiére approximation au moins, 
la vitesse de celle-ci est proportionnelle a la concentration en 
enzyme. On voit sur la figure 2 qu’il n’en est pas du tout de méme 
pour des concentrations supérieures a 100 pe/em*. La clarification 
de la suspension n’est plus que partielle ou se trouve méme totale- 
ment inhibée ; ainsi, pour une concentration de 600 ug/em’, la 
densité optique de la suspension demeure invariable et pour des 
concentrations encore plus élevées, on observe méme une augmen- 
tation considérable de Vopacité de la suspension bactérienne. 


Erupe MORPHOLOGIQUE. — Nous avons vérifié que, comme Wei- 
bull Pa établi [26], on ralentit ou inhibe la lyse quand on ajoute au 
milieu suffisamment de saccharose (0,18 M) pour assurer une 
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pression osmotique capable d’équilibrer celle qui regne a l’intérieur 
des bactéries. Dans ces conditions, alors que le saccharose ne 
modifie nullement l’activité du lysozyme et la dissolution consé- 
cutive des parois bactériennes, il ralentit en revanche considérable- 
ment la dispersion du protoplasme des bactéries dépouillées de 


OPACITE 


90 


50 


5) 
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Fic. 1. — Variation de la densité optique d’une suspension de B. megaterium sous 


influence de concentrations de lysozyme variant entre 1 et 100 pg/cm’. 


leur paroi. I] devient alors facile de suivre les modifications mor- 
phologiques provoquées par le lysozyme. 

‘Le microscope électronique montre que les bactéries normales 
se présentent comme des corps hacillaires, opaques, de section 
presque circulaire, a surface finement chagrinée. Lorsque dans 
les conditions de nos expériences, Ja concentration en lysozyme 
est inférieure a environ 200 yg/cm’, les bactéries conservent leur 
forme de bacille, mais leur aspect est trés modifié : elles paraissent 
constituées de granules accolés, d’environ 100 mp de diamétre. Cet 
aspect trés caractéristique rappelle de fagon frappante celui que 
nous avons décrit sous le nom de gymnoplaste lors de la lyse des 
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sarcines [4] par le lysozyme et que nous savons représenter le corps 
bactérien entiérement dépouillé de la paroi, la masse protoplas- 
mique nue. On notera cependant ici que le gymnoplaste ne se 
présente pas sous la forme ronde de sphéroplaste, mais conserve 
une forme générale allongée en batonnet. I] faut noter encore que 
ces gymnoplastes sont fragiles et se lysent peu a peu, méme dans 
les conditions optima de concentration en saccharose. 
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Fic. 2. — Variation de la densité optique d'une suspension de B. megaterium, sous 


‘influence de concentrations de lysozyme variant entre 200 et 600 ug/cm>. 


Quand la concentration en lysozyme est supérieure 4 250 pg/cm’, 
on observe que le nombre des gymnoplastes qui se forment est 
d@autant plus faible que la concentration en enzyme est plus élevée, 
quoique la lyse photométrique ne se produise pas. C’est que le 
plus grand nombre de bactéries tout en conservant la forme bacil- 
laire se présente dans un état nouveau trés différent & la fois de 
celui des gymnoplastes et des bactéries normales. Le contour 
devient flou, difficile & définir, la surface s’altére d’une maniére 
irréguliére, donnant impression de se corroder comme fait le fer 
rongé par la rouille, Manifestement la paroi est profondément 


NATURE DE LA MEMBRANE DES PROTOPLASTES Al 


modifiée mais non éliminée. Cet état est Vhomologue de celui que 
nous avons décrit sous le nom d’angioplaste dans la lyse des sar- 
cines par le lysozyme {4, 6]. 


‘Lorsque les examens morphologiques sont réalisés en l’absence 
de saccharose, on retrouve les deux formes caractéristiques 
gymnoplaste et angioplaste, mais l’apparition des gymnoplastes 
est trés transitoire et difficile a saisir ; ils se dissocient rapidement 
en granules et la lyse s’achéve. Tout au contraire, les angioplastes 
persistent indéfiniment dans le milieu quoique l’exosmose du pro- 
toplasme se produise. Comme la clarification de la suspension se 
trouve trés ralentie ou méme totalement inhibée, on retrouve le 
phénoméne de I|’inhibition paradoxale de la lyse par excés d’enzyme 
que nous avons précédemment étudié dans le cas des sarcines [4]. 
Au terme ultime de ce processus, les bactéries ne sont plus repré- 
sentées que par des éléments aplatis, mais qui conservent cepen- 
dant la forme générale du bacille. On a impression qu’il s’agit de 
la paroi ectoplasmique modifiée, mais non intégralement dissoute, 
retenant des fragments de protoplasme insolubilisé. 


LES ANGIOPLASTES CONTIENNENT DU LysozyME. — Comme nous 
savons que l’enveloppe des angioplastes obtenus avec les sarcines 
contient du lysozyme qui parait en faire partie intégrante [4], nous 
avons recherché le méme caractére sur les angioplastes de B. me- 
gaterium. Tout d’abord on a vérifié que l’addition de chlorure de 


TABLEAw L. 
} CONCENTRATION 
Concentra- | CONCENTRATION CONCENTRATION | DU LYSOZYME DANS 
TION DU LYSOZYME DANS ny rysozyME DANS| LE SURNAGEANT 
INITIALE EERE ENCHANT: LE SURNAGEANT | APRES TRAITEMENT 
EN LYSOZYME EN g| APRES LE PREMIER DU CULOT 
(ucjem’) | CONVENTIONNELLES | 7 avacGe DU CULOT | PAR LE CHLORURE 
D’ACTIVITE PAR CM | DE SODIUM 
I 000 238 i,2 | 151 
500 2a 4 166 
400 12 A | 145 


sodium en concentration convenable détruit les angioplastes, 
comme le montre l’expérience suivante. Si dans les conditions nor- 
malisées, en l’absence de saccharose, on ajoute du lysozyme pour 
obtenir une concentration finale de 1 000 pg/cm’, la densité optique 
de la suspension s’éléve a 1,900 et demeure stabilisce a cette valeur. 
Au bout de la cinquiéme heure, on ajoute a 4 cm’ de cette suspen- 
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sion 0,4 cm’ d’une solution de chlorure de sodium 2 M, ce qui 
réalise la concentration finale 0,18 M en chlorure de sodium ; la 
densité optique tombe brusquement (30 secondes) a 0,017. 

On a utilisé cette propriété pour mettre en évidence la fixation 
du lysozyme sur les angioplastes. Les résultats sont résumés dans 
le tableau I, pour des concentrations finales en lysozyme de 1 000, 
500 et 400 wg/em*. Aprés huit heures a 26°, on dose le lysozyme 
dans le surnageant de centrifugation. Le culot d’angioplastes est 
alors repris dans de l’eau distillée et ramené ainsi au volume pri- 
mitif. On dose de nouveau le lysozyme dans le surnageant de 
centrifugation. Le culot est repris par une solution de chlorure 
de sodium 0,18 M et ramené au volume primitif. On titre de 
nouveau le lysozyme dans le surnageant. Il est remarquable que 
la quantité de lysozyme fixée sur les bactéries soit du méme ordre 
de grandeur pour des concentrations initiales en lysozyme variant 
entre 1000 et 400 ug. 


FoRMATION DES SPHEROPLASTES. — II est tout 4 fait remarquable 
que les corps sphériques décrits par Weibull sous le nom de 
protoplastes n’apparaissent que lorsque la concentration enzyma- 
tique (pour une concentration en bactéries donnée) prend une 
valeur étroitement déterminée, juste située a la limite inférieure 
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Fic. 3, — Variation du temps nécessaire pour qu’apparaissent les sphéroplastes, en 


fonction de concentrations variables de lysozyme. 


des concentrations en lysozyme pour lesquelles l’inhibition para- 
doxale commence a se manifester. Plus on s’éloigne de cette valeur 
optima, plus se prolonge le temps nécessaire pour qu apparai- 
sent les premiers sphéroplastes et plus s’abaisse le pourcentage 
de bactéries se transformant en sphéroplastes. La figure 3 objective 
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ces données : elle représente la variation du temps nécessaire pour 
qu’apparaissent les premiers corps sphériques. Ce temps est en 
effet une grandeur mesurable avec précision, alors que la détermi- 
nation du nombre des sphéroplastes est difficile ; mais ces deux 
grandeurs sont manifestement en étroite corrélation. ‘La courbe est 
symétrique, la concentration optima pour l’apparition des corps 
sphériques est comprise entre 150 et 300 microgrammes par cen- 
timétre cube. A cette concentration, la totalité des bactéries se 
transforme en sphéroplastes en 60 secondes, alors que pour 
des concentrations de 10 ou de 500 pg/cm*, par exemple, il faut 
attendre 3 600 secondes pour voir apparaitre les premiers corps 
sphériques, et encore seulement 1 p. 100 des bactéries se révéle 
capable de subir cette transformation. La symétrie de la courbe 
ne doit pas faire oublier la différence fondamentale qui existe de 
part et d’autre de l’axe de symétrie : la branche de gauche corres- 
pond en effet aux concentrations en enzyme pour lesquelles la 
lyse totale peut étre atteinte, tandis que dans la branche de droite 
on se trouve dans les conditions de inhibition paradoxale, si 
bien que la transformation en sphéroplastes n’étant plus totale, 
ceux-cl se trouvent coexister indéfiniment avec des formes bacil- 
laires qui ne sont pas des bactéries normales mais des hactéries 
dont la paroi est profondément altérée par le lysozyme qui y 
demeure fixé en quantité élevée. 


Si l’on tient compte du faisceau d’arguments apporté par divers 
auteurs, qui permet d’affirmer que les corps sphériques ne possé- 
dent plus de trace de la paroi bactérienne, il s’ensuit que les corps 
sphériques ne doivent différer des gymnoplastes que par un détail 
de structure, conséquence d’un épiphénoméne ne se manifestant 
que dans des conditions trés étroites de concentration en enzyme. 
Nous avons tenté de vérifier si cet épiphénoméne ne serait pas 
justement la possibilité pour le lysozyme de se fixer 4 la surface 
des gymnoplastes et d’entrainer une insolubilisation superficielle 
de ces derniers lorsque sa concentration est suffisamment élevée. 


Lrs SPHEROPLASTES CONTIENNENT DU LYSOZYME, — On a pu démon- 
trer que du lysozyme demeure fixé sur les sphéroplastes ou leurs 
fantémes, par une méthode analogue a celle ulilisée dans le cas des 
angioplastes. Ainsi on a réalisé l’expérience suivante (fig. 4). 


A 2,4 em® de la suspension normalisée de B. megaterium on 
ajoute 0,3 cm* de solution de saccharose 2 M en tampon phos- 
phate et 0,3 em? de solution de lysozyme en tampon phosphate 
(5 mg de lysozyme par centimétre cube). La concentration finale 
est done égale A 500 pg/cm? pour le lysozyme et 4 0,18 M pour le 
saccharose. La densité optique de départ mesurée sur une dilution 
au 1/10 est de 0,150. Elle s’abaisse lentement. A la septieme minute 
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elle est de 0,130; elle se stabilise alors a cette valeur. Un examen 
a la trentiéme minute montre que la suspension ne contient que 
des sphéroplastes. On centrifuge alors, le lysozyme est dosé dans 
le surnageant par son activité lytique, on trouve 150 U/em’. Le 
culot des sphéroplastes est repris dans une solution tamponnée 
de saccharose 0,18 M de fagon a revenir au volume primitif. Apres 
centrifugation, on dose de nouveau le lysozyme dans le surnageant, 
on procéde ainsi 4 une série de lavages successifs. Comme le 
volume du culot est d’environ le 1/20 du volume total, en admet- 


100 
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Fic. 4. — En B, lysozyme libéré au cours des extractions successives 1, 2, 3, 4 el 5 
(en unités conyentionnelles d’activité par centimétre cube). En A, lysozyme qui 
aurait été extrait s'il ne s’adsorbait pas a la surface des sphéroplastes. 


tant que le volume de solution imbibant ce culot soit égal lui-méme 
au 1/20 du volume total (ce qui est évidemment trés supérieur a 
la réalité puisqu’on néglige totalement le volume propre des sphé- 
roplastes), la décroissance de l’activité du lysozyme dans le sur- 
nageant de chaque lavage serait représentée par la courbe A de 
la figure 4. I] est manifeste qu’en pratique, aprés le second lavage, 
tout le lysozyme est éliminé. En réalité, les dosages expérimentaux 
se répartissent selon la courbe B, ce qui témoigne qu’une quan- 
tité importante de lysozyme est fixée sur les sphéroplastes, chaque 
lavage en extrayant une partic. On voit enfin que la destruction 
des sphéroplastes, par l’addition de chlorure de sodium, libére le 
lysozyme qui demeurait fixé aprés 4 extractions. 
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Une expérience réalisée en l’absence de saccharose sur une sus- 


pension d’enveloppes de sphéroplastes donne des résultats 
analogues. 


Erret DE LA pRoTAMINE. — I] semble done que les sphéroplastes 
ne soient pas autre chose que des gymnoplastes a la surface des- 
quels le lysozyme, en se fixant, constitue une pseudo-membrane 
sans rigidité. Sous ]’influence des forces de tension superficielle 
l’élément prend la forme sphérique. S’il en est ainsi, on devrait 
pouvoir obtenir des sphéroplastes dans des conditions ow le lyso- 
zyme provoque habituellement la lyse compléte si on ajoute des 
protéines basiques autres que le lysozyme. 

La figure 5 concrétise les résultats de l’expérience suivante. 


Opacité A 
B 
90 
G 
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rp 
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Fic. 5. — Variation, en fonction du temps, de Vopacité des suspensions pour une 


concentration de 5 yg/cm® de lysozyme sans addition de protamine (T), et aprés 
addition de 100 (C), 250 (B) et 500 yg/cm® de protamine (A). 


On s’est placé dans les conditions normalisées, en Pabsence de 
saccharose, la concentration en lysozyme du milieu réactionnel 
étant de 5 pg/cm*. En l’absence de protamine la lyse évolue sul- 
vant la courbe T et l’examen microscopique ne permet de déceler 
4 aucun moment de sphéroplastes. L’addition de protamine dans 
le milieu a pour effet de ralentir considérablement ou méme d’inhi- 
ber la clarification. L’examen microscopique montre que, dans 
le cas des concentrations de protamine comprises entre 100 et 
250 wg, des sphéroplastes se constituent en grand nombre au bout 
de quelques heures et, par la suite, la densité optique ne varie 


plus. 
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Tout se passe donc comme si la protamine en se fixant sur les 
gymnoplastes au moment de leur apparition sous Vinfluence de 
doses faibles de lysozyme, provoquait la formation de sphéro- 
plastes, comme l’aurait fait un large excés de lysozyme. 


Discussion. 


On donne habituellement le nom de membrane cytoplasmique 
au cytoplasme constituant la surface externe du protoplasme cel- 
lulaire. I] est certain que la dissymétrie des forces qui s’y exercent, 
comme sur toute surface interphasique, crée une structure super- 
ficielle par orientation des molécules d’une part, mais aussi par 
accumulation de molécules capables d’abaisser la tension super- 
ficielle ; aussi y trouve-t-on accumulée une grande proportion des 
lipides du protoplasme. Quelques bactériologistes ont cru trouver 
quelques raisons de penser que la membrane cytoplasmique des 
bactéries constitue un organite cytologique, une véritable mem- 
brane, qu’il est possible d’isoler ou d’arracher en « pelant » en 
quelque sorte le protoplasme. 


Les arguments en faveur de cette raison de voir ne sont pas 
cependant convaincants. Bradfield [2] a montré que les tentatives 
pour mettre en évidence un tel organite a Vaide de colorations 
cytologiques spécifiques, sont sans valeur. Quant aux données 
fournies par la microscopie électronique, d’ailleurs fort peu nom- 
breuses [8, 14, 12, 15], elles ont été obtenues en faisant usage de 
procédés de préparation brutaux (plasmolyse). Dans ces conditions 
la membrane cytoplasmique apparait comme une zone opaque, 
imperméable aux électrons, alors que, comme le fait remarquer 
Murray [46], du fait de la richesse en lipides de la couche super- 
ficielle du cytoplasme on devrait s’attendre & ce que celle-ci appa- 
raisse sur les micrographies comme une zone trés perméable aux 
électrons. C’est effectivement ce qu’on observe en général sur 
des coupes de bactéries, mais cette zone parait diffuse et nullement 
définie du cété interne. 


L’argument essentiel en faveur de l’existence d’une véritable 
membrane & la surface du protoplasme bactérien, c’est la possi- 
bilité d’obtenir des « fantémes » de protoplastes dans le cas des 
espéces sensibles au lysozyme. Pourtant rien ne parait plus dis- 
cutable. Dans le cas de Micrococcus lysodeikticus et des sarcines, 
nous avons eu loccasion de montrer que le « fantéme » ne peut 
étre considéré comme la membrane cytoplasmique dans son état 
naturel, mais comme un complexe entre le lysozyme et des éléments 
pariétaux plus ou moins dégradés par le lysozyme [6]. L’analyse 
chimique de ces fantomes a d’ailleurs révélé 4 Gilby et Few 40), 
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existence d’une grande proportion de glucides (15 4 20 p. 100), 
et notamment de mannose polymérisé sous une forme voisine des 
mannanes. Plusieurs auteurs |9, 8] n’ont pas trouvé de mannose 
dans la paroi de M. lysodeikticus, mais Krisch [48] en a caractérisé 
dans un mucopolysaccharide extrait de la bactérie enti¢re. Comme 
les fant6mes contiennent en outre 28 p. 100 de lipides et 50 p. 100 
de protéines, on peut admettre que le « fantéme » des protoplastes 
de sarcines est constitué de la couche superficielle du protoplasme 
et peut-étre de produits de dégradation de Ja paroi, insolubilisés 
en formant des complexes avec le lysozyme. 


Dans le cas de B. megaterium, il apparait sur les meilleures 
micrographies [28, 29] et notamment sur les coupes des « fanté- 
mes » de protoplastes [29], que des quantités variables de cyto- 
plasme en font partie et que leur limite interne est fort mal définie. 
Au point de vue chimique, on a trouvé que les « fantémes » 
contiennent 63 a 69 p. 100 de protéines [80], parmi lesquelles de 
nombreux enzymes respiratoires, notamment les cytochromes [28], 
la totalité des déshydrogénases succiniques, DL-lactique, a-céto- 
glutarique, et la moitié environ de la déshydrogénase L-malique 
(23, 24]. Les acides nucléiques que l’on avait cru d’abord s’y 
trouver [26] sont absents [49, 30]; mais on a caractérisé 1 a 10 p. 
100 de lipides, c’est-a-dire 55 4 75 p. 100 des lipides totaux de la 
bactérie [80]. On n’a identifié aucun élément caractéristique de 


la paroi — en particulier acide diaminopimélique parait totale- 
ment absent — et ceci confirme les données immunologiques 
{4, 26). 


Si dans les fantémes de protoplastes de B. megaterium, |’ ab- 
sence d’éléments constitutifs de la paroi parait bien établie, il 
n’en demeure pas moins que leur nature exacte demeure problé- 
matique. I] résulte de notre étude que les sphéroplastes (proto- 
plastes) ne se forment que dans des limites extrémement étroites 
du rapport concentration en lysozyme/concentration en bactéries. 
Salton déja avait noté que, malgré une incubation prolongée par- 
le lysozyme, il persistait des structures résiduelles conservant la 
forme bacillaire et il avangait que peut-étre certaines des bactéries 
possédaient dans leur paroi d’autres constituants que ceux des- 
tructibles par le lysozyme. I] travaillait alors avec une suspension 
bactérienne ayant une densité optique de 0,4 et une concentration 
de lysozyme de 50 ug/cm*; ce qui, si on tient compte du rapport 
enzyme/substrat, correspondrait dans nos expériences 4 une 
concentration de 250 pg/cm® de lysozyme, suffisante pour qu’ap- 
paraissent quelques angioplastes qui se produisent en grand 
nombre quand la concentration en enzyme est plus élevée, par 
un phénoméne tout a fait analogue a celui que nous avons décrit 
dans le cas des sarcines, sous le nom d’« inhibition paradoxale 
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par excés d’enzyme », En particulier, nous avons montré que le 
lysozyme fait partie intégrante aussi bien des « fantémes » de 
sphéroplastes, que des sphéroplastes eux-mémes, ou des angio- 
plastes. Toute action entrainant une libération du lysozyme fixé, 
entraine la destruction de ces éléments. Ce résultat parait en 
contradiction avec ceiui de Vennes et Gerhardt [25] qui, utilisant 
des méthodes immunologiques, n’ont pas pu mettre en évidence 
le lysozyme sur les protoplastes, mais dans le cas particulier il 
semble qu’il faille tenir compte des difficultés d’application de la 
méthode. 

En définitive, le processus tel que nous le concevons est le 
suivant : 

Une faible concentration de lysozyme (1 a 100 ug/cm') suffit a 
détruire la paroi des bactéries, libérant la masse protoplasmique 
a l'état nu (protoplaste vrai, ou mieux gymnoplaste pour éviter 
toute ambiguité). Cette masse conserve la forme bacillaire et pré- 
sente un aspect mtriforme caractéristique, mais elle est fragile 
et se désagrége rapidement, méme si la pression osmotique du 
milieu extérieur est augmentée. La membrane cytoplasmique 
n’existe done pas en tant qu’organite cytologique isolable. Quand le 
lysozyme atteint la concentration de 200 pwg/cm*, celle-ci est suf- 
fisante pour qu'il se forme a la surface des gymnoplastes un mince 
précipité superficiel entre le lysozyme et des substances de charge 
électrique opposée. Cette pellicule suffit a éviler la dispersion du 
protoplasme et, du fait de sa plasticité, le sphéroplaste se constitue 
(protoplaste). Si la pression osmotique interne n’est pas équilibrée, 
Vexosmose se produit et la pellicule se présente bient6t comme 
une vésicule vide [« fanté6me » du protoplaste]. On peut 
obtenir la formation de sphéroplastes avec des concentrations 
beaucoup plus faibles de lysozyme en ajoutant une protéine basique 
telle que la protamine, phénoméne qui a été retrouvé [44] depuis 
nolre premiére observation [7]. Si la concentration de lysozyme 
utilisée est encore plus élevée, la pellicule formée entre l’enzyme 
et la surface du gymnopiaste devient assez rigide pour que |’ élé- 
ment conserve la forme du bacille. 


TRutsuME. 


Comme Tomesik puis Weibull Vont établi, on observe, lors de 
la lyse de Bacillus megaterium par le lysozyme, l’apparition de 
sphéroplastes qui ne seraient pas autre chose que la masse pro- 
toplasmique dépouillée de la paroi, c’est-a-dire des protoplastes. 
Quand la pression osmolique du milieu n’équilibre pas la pression 
osmotique interne de la bactérie, le protoplasme diffuse dans le 
milieu et il ne persiste plus bient6t que des vésicules sphériques, 
vides, que Weibull désigne sous le nom de « fantémes de proto- 
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plastes ». Ces formations représenteraient la membrane cytoplas- 
migue de la bactérie. Nous avons cherché a vérifier si cette inter- 
prétation est exacte, en opérant sur la souche KM dans des 
conditions de concentration en bactéries rigoureusement norma- 
lisées, Voici nos observations : 


La clarification des suspensions bactériennes suivie au photo- 
métre est inhibée si la concentration enzymatique est supérieure 
a 500 pg/ml; entre 500 et 150, aprés une clarification partielle 
correspondant a un début de lyse, on observe une opacification 
secondaire ; au-dessous, ce dernier phénoméne n’est plus observé 
et la lyse peut évoluer jusqu’&A une clarification pratiquement 
totale. 

Le microscope électronique révéle qu’entre 500 et 300 pg/ml, 
dans les conditions ow la lyse est inhibée, les bactéries sont cepen- 
dant profondément modifiées. Du lysozyme en grande quantité fait 
partie intégrante de ces formations, et la libération du lysozyme 
par addition de chlorure de sodium entraine leur solubilisation 
immédiate. On a donné le nom d’angioplastes i ces formations. 


Lorsque la concentration en enzyme est comprise entre 300 et 
250 pg/ml, des sphéroplastes apparaissent en nombre plus ou 
moins grand parmi les angioplastes. Au voisinage de la concen- 
tration de 200 pg/ml, on n’observe que des sphéroplastes. Au 
dessous de cette concentration en lysozyme, la lyse se produit 
directement et les sphéroplastes se forment en nombre d’autant 
plus faible et au bout d’un temps d’autant plus long, que la concen- 
tration en lysozyme est plus faible. Les sphéroplastes comme les 
angioplastes contiennent du lysozyme fixé, mais en moins grande 
quantité. 

L’élévation de la pression osmotique du milieu, par addition de 
saccharose, modifie le phénoméne en augmentant le pourcentage 
de sphéroplastes, et surtout en les stabilisant (protoplastes). 
L’étude morphologique dans les conditions de faible concentration 
en enzyme (inférieure 4 100 pg/cem*), permet de saisir l’existence 
transitoire de corps bacillaires manifestement dépouillés de leur 
paroi et qui sont, seuls, les véritables protoplastes. Nous préfé- 
rons les dénommer gymnoplastes pour éviter toute ambiguité. 


Ainsi la formation de sphéroplastes apparait comme un phe- 
noméne dépendant étroitement de la concentration relative en 
lysozyme par rapport a la concentration en bactéries, et semble 
étre la conséquence de la fixation en quantité déterminée du lyso- 
zyme a la surface de la masse protoplasmique dénudée a la suite 
de la destruction de la paroi par le lysozyme (gymnoplastes). 
Cette opinion est corroborée par le fait que la protamine, c’est- 
j-dire une protéine basique comme le lysozyme, mais sans activité 
enzymatique, provoque la formation de sphéroplastes en grand 
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nombre quand on l’ajoute A du lysozyme en concentration insuf- 
fisante pour qu’il s’en constitue. 

Il parait done que les « fantomes » de protoplastes ne peuvent 
étre considérés comme représentant la membrane cytoplasmique 
elle-méme dans son état naturel. 


SUMMARY 


NATURE OF THE MEMBRANE LIMITING THE PROTOPLASTS. OBTAINED 
BY ACTION OF LYSOZYME ON Bacillus megaterium. 


Tomesik, then Weibull, described the appearance of. sphero- 
plasts during lysis of B. megaterium by lysozyme. These sphe- 
roplasts seem to be constituted of protoplasm deprived of cell- 
walls, icc. protoplasts. When there is no equilibrium between 
the osmotic pressure of the medium and that of the bacterium, 
protoplasm diffuses into the medium, and soon only empty sphe- 
rical vesicles remain, called « protoplasts ghosts » by Weibull, 
and supposed to be bacterial cytoplasmic membranes. To verify 
this interpretation, the author studies the KM strain, working 
with strictly defined bacterial concentrations. His results are as 
follows. 

The clarification of bacterial suspensions studied by means of 
a photometer is inhibited if the enzymic concentration is higher 
than 500 pg/ml ; from 500 to 150 pg/ml, a secondary opacification 
is observed after a partial clarification corresponding to a begin- 
ning of lysis; at still lower concentrations no opacification is 
observed, and lysis may continue until practically total clarifi- 
cation. 

Electron microscope studies demonstrate that between 500 and 
300 yg/ml, if lysis is inhibited, the bacteria are nevertheless deeply 
altered. They contain a great amount of lysozyme and the release 
of the enzyme by addition of NaCl provokes immediate clarifi- 
cation of the suspensions. Such formations are called angio- 
plasts by the author. 

When the lysozyme concentration is comprised between 300 
and 250 pg/ml, more or less numerous spheroplasts appear 
among angioplasts. At about 200 ug/ml, only spheroplasts are 
visible. At lower concentrations, lysis occurs directly, and the 
lower the concentration, the fewer the spheroplasts and the 
later their appearance. Spheroplasts like angioplasts contain 
bound lysozyme, but in lesser amount. ; 

If the osmotic pressure of the medium is raised by addition 
of sucrose, the phenomenon is modified, the percentage of sphe- 
roplasts increases, and they become stable protoplasts. ‘At: low 
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lysozyme concentrations (< 100 ug/ml), one notes the transitory 
existence of bacillary bodies, deprived of cell-walls; these are 
the real protoplasts. To avoid any ambiguity, the author calls 
them gymnoplasts. 


So the formation of spheroplasts appears to be closely depen- 
dant on the ratio between lysozyme and bacterial concentrations, 
and to result from the fixation of a certain amount of lysozyme 
on the surface of the denuded protoplasmic bodies deprived of 
their ceil-walls by the lysozyme (gymnoplasts). This interpreta- 
tion is confirmed by the following fact : in low lysozyme concen- 
trations, the appearance of spheroplasts is favoured by addition 
of protamin, a basic protein like lysozyme, but deprived of 
enzymic activity. 


Therefore, protoplasts ghosts cannot be considered as cyto- 
plasmic membrane in their normal state. 
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LES LEPTOSPIROSES HUMAINES A L. POMONA 
ET L. MITIS JOHNSON 1942 
(MALADIE DES PORCHERS) 


par B. KOLOCHINE-ERBER et M. MAILLOUX (*). 


(Institut Pasteur) 


La maladie des porchers, ou Jeptospirose 4 L. pomona, est une 
leptospirose bénigne, bien individualisée par son épidémiologie. 

Elle a été reconnue d’abord cliniquement en Suisse et en Savoie. 
Dés 1914, Bouchet [9] observe les trois premiers cas de « pseudo- 
typho-méningite » ; Muller [49] en 1932 signale une « grippe des 
laiteries » ; Urech [68] en 1933 montre nettement la relation entre 
Vagent causal et le métier de porcher et nomme l’affection « mala- 
die des jeunes porchers ». Penso, en 1936, publie une note sur 
« un méningotyphus éruptif sporadique bénin a caractére profes- 
sionnel » {54 a 54]. Durand, Giroud, Larrivé et Mestrallet repro- 
duisent la maladie chez l’homme et le passage au porc, au singe 
et aux rongeurs en 1936; ils supposent que la maladie est due 
& un virus [22]. Mais l’agent n’est toujours pas isolé. 

De nombreux auteurs consacrent durant cette période, de 1933 
a 1938, travaux et théses 4 la maladie des porchers : Demole [18], 
Bouchet [9], Bocca [6], Charleux [414, 45], Raymond [56], 
Wacker [70], Froin [25], Lavabre [42], Ledoux [48, 44] ; en 1940, 
Reysz [57] présente une thése sur la question. 

C’est en Australie, dans la province de Pomona, que des cas 
de « fiévre des sept jours » ont été trouvés par Clayton, Derrick 
et Cilento en 1937 [16] chez des personnes employées dans les 
laiteries ; une souche de leptospires fut isolée. Puis Derrick [20} 
en 1942, reprenant l’étude sérologique identifie un nouveau séro- 
type, différent des types connus, pour lequel il propose le terme 
de L. pomona australis C. En 1939, Mochtar et Collier [48], dans 
les environs de Batavia, trouvent un leptospire, plus tard identifié 
a L. pomona, chez les pores et les personnes travaillant dans les 
porcheries. En 1940, Johnson [87] cultive un autre leptospire : 
L. mitis a partir du sang d’un bouvier de Queensland. Babudieri 


(*) Manuscrit recu le 25 juillet 1960. 


54 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


et Bianchi [5], en 1940, isolent L. pomona chez des travailleurs de 
riziéres en Italie. Savino et Rennella [62] isolent chez des pores 
d’Argentine, en 1944, un leptospire différent de L. pomona et 
pour lequel les auteurs proposent hyos comme nom d’espéce, 
doublant ainsi la dénomination de mitis (1). ; 

Gsell, en 1944, montre que L. pomona est l’agent de la maladie 
des jeunes porchers [28 a 34] dont Ventité clinique avait été 
reconnue par Bouchet en 1914 en Haute-Savoie. Gsell et Wies- 
mann [35] rassemblent dix cas de maladie des jeunes porchers 
due a L. mitis Johnson (L. hyos). 

Une fois l’agent étiologique déterminé, les études cliniques et 
sérologiques foisonnent. Abdoucheli [4], Gaspardis [26], Goin [27] 
choisissent ce sujet pour des théses. Parmi les autres publications, 
citons en Europe les travaux de Andrieu et coll [2], Austoni et 
coll. [8, 4]; Boquien et coll. [7, 8]; Boulet et coll. [10], Brion et 
Bertrand [42], Combiesco [47], Deparis et coll. [49], Gsell [28 a 35], 
Kemenes [88], Kmety et coll. [89], Leger, David Chausse et 
Aubin [45], Mattei et coll. [46], Michaud [47], Parnas {50], Plan- 
chu [55], Roch et coll. [58 4 64], Sclafer (65], Siguier et Poulet [66], 
Schweitzer [64], Schmidt et Giovanella [63], Topciu et Duma {67}. 
Maintenant on connait la répartition pratiquement mondiale de 


L. pomona. 
x ¥ 
* 


En 1949, notre collegue P. Giroud avait donné a l’un de nous du 
matériel (sérums et organes inclus dans la paraffine) provenant 
d’expériences qu'il avait poursuivies en 1938-1939 pour l’étude de 
la maladie expérimentale par passage de lapin a lapin et dont les 
résultats ne faisaient que confirmer lidée de maladie A virus, 
conclusion des travaux de 1936 de Durand, Giroud, Larrive et 
Mestrallet [22]. 

Seuls quelques échantillons de sérums ont apporté une réponse 
significative. Les lapins étaient sacrifiés un certain nombre de 
jours aprés inoculation. Pour 14 échantillons de sang, deux fois 
ont été trouvés des séro-diagnostics positifs (sérums 6 et 14) pour 
L. pomona: Yun dépasse 1/10000 pour L. australis C et une 
souche isolée par le D* Gsell (l’inoculation remontait a deux mois 


(1) La question a été mise au point en 1952 par le Comité Interna- 
tional des Leptospiroses. Tenant compte du fait que le qualificatif mitis 
était appliqué, a tort, 4 un autre leptospire (Mino, riziéres, 1938), la 
synonymie . devait disparaitre : hyos devait remplacer mitis; la 
souche devenait alors L. hyos Savino et Rennella 1944. Mais le terme 
ancien pouvait étre conservé s’il était toujours accompagné du nom 
de l’auteur et de la date: L. mitis Johnson 1942 puisque c’était un 
synonyme. La plupart des auteurs emploient la premiére de ces dési- 
gnations ; ici nous avons choisi la seconde (B. K. E. et M. M.). 
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et trois mois et demi). Pour deux autres les chiffres atteignent seu- 
lement 1/1 000. A cette époque ot l’on commengait seulement a 
connaitre le réle de L. pomona dans la maladie des porchers, ces 
chiffres avaient paru trop faibles pour étre retenus, surtout les 
seconds ; mais maintenant on sait que méme le taux de 1/1 000 
est significatif, d’autant plus s'il est accompagné de lyse. Les 
autres sérums de lapins n’agglutinaient pas L. pomona, mais 
pour la plupart ils avaient été obtenus une dizaine de jours aprés 
Vinoculation ; peut-étre les anticorps n’étarent-ils pas encore 
développés, ou mieux il faut penser, connaissant la fragilité des 
leptospires pathogénes dans le milieu extérieur, qu’au cours 
d’une série, un passage a été fait avec des produits d’ot: déja les 
leptospires avaient disparu. Quant au matériel fixé et inclus a la 
paraffine, rien ne peut étre retenu. Indépendamment de l’état des 
leptospires au moment de la fixation, le séjour dans le Bouin ne 
pouvait que détruire les leptospires, sensibles 4 toute réaction 
acide. La recherche a été négative, et méme des files de granules 
sur un corps de leptospire lysé (fantémes de leptospire) n’ont pu 
étre retrouvées. C’est donc grace a quatre sérums de lapins avec 
lesquels Vagglutination de L. pomona fut positive que l’on est 
autorisé a dire que P. Giroud et ses collaborateurs avaient attri- 
bué a un virus une maladie a leptospire. Du reste, dans la plupart 
des travaux publiés ot il s’agit de « maladie a virus », si l’on 
remplace ce terme par celui de « leptospires », si l’on suit bien les 
protocoles d’expériences, si l’on précise certains détails et 
conditions (temps de prélévement, choix des organes) on remarque 
bien vite que le mot « leptospirose » peut remplacer l’autre pour 
en faire un travail d’actualité. La lecture de certaines theses en 
particulier est fort instructive & ce propos. 


* 
xk* 


Chez Vhomme, cliniquement, la maladie évolue de facon 
cyclique. L’incubation, qui doit durer de huit 4 quinze jours (un 
mois parfois), est silencieuse ainsi que la période d’invasion. 

Le début est brusque, presque brutal, et on est donc d’emblée 
a la période d’état. 

La premiére phase ou phase intestinale revét une allure presque 
typhoidique : température a 389°, pouls a 100-110, céphalée 
constante, douleurs musculaires, aie violacé, sudewon abon- 
dante, conjonctivite a des degrés variables. Sur ce tableau 
dominent les signes digestifs et intestinaux : langue saburrale, 
selles diarrhéiques dont la fétidité spéciale rappellerait celle des 
déjections du pore ; urines albumineuses. A l’examen, l’abdomen 
est ballonné, météorisé ; parfois on note une hépatomégalie et 
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splénomégalie toujours légéres. Il n’y a pas dictére, dans la 
régle. 

A la fin de cette phase, vers le troisiéme jour, apparait un exan- 
theme maculo-papuleux rosé, siégeant au niveau de l’abdomen, 
des flancs, et & la face interne des cuisses. I] persistera cing a 
six jours : c’est le « méningo-typhus éruptif » de Penso (54, 52). 
Durant toute cette période le malade est abattu, prostre, soit 
pendant quatre jours environ. 


Puis survient la phase de rémission: chute de la température, 
bien-étre qui dure un a trois jours. 

La phase méningée lui fait suite vers le cinquiéme ou sixiéme 
jours. La température remonte a 40-41° et s’y maintient pendant 
cing ou six jours, le pouls reste 4 90; il ya done dissociation du 
pouls et de la température. La céphalée aigué se généralise. Les 
signes méningés manquent rarement : raideur de Ja nuque, signe 
de Kerning, de Brudzinski, photophobie, absence de paralysie péri- 
phérique. Le L. C.-R. donne peu de renseignements cliniques : 
liquide clair, hypertendu, L’examen montre une hyperalbumi- 
norrachie légére et une réaction cellulaire 4 prédominance lympho- 
cytaire (30-40 éléments). Au point de vue sanguin, on note une 
leucocytose avec polynucléose. Cette phase dure environ cing a 
six jours. 

Quoi qu’il en soit l’évolution est toujours favorable. Vers le 
neuviéme ou dixiéme jour la température revient A 37° et le 
malade entre en convalescence. Les incidents sont rares. Gsell 
signale la possibilité de complications oculaires (irido-cyclite) [32]. 
Le pronostic est cependant bénin. 


Cette évolution cyclique : début brutal, phase intestinale pseudo- 
typhoidique, phase de rémission, puis phase méningée, est carac- 
téristique de l’affection ; c’est d’elle que vient la décision de prati- 
quer les examens de laboratoire pour confirmer le diagnostic. 


Parmi les nombreuses observations que nous possédons nous 
résumons cl succinctement les plus intéressantes, pour lesquelles 
nous avons eu les renseignements les plus complets. 


if Dans ce premicr groupe, sont réumies quelques observations 
dont le séro-diagnostic montre indiscutablement une leptospirose 
a L. pomona., 


1° M. T. M..., tueur aux abattoirs de Nancy, présente en janvier 1953 
une fiévre élevée avec conjonctivite et herpes périlabial. I] existe une 
discréte réaction méningée. Au huititme jour on note un clocher ther: 


mique. L’agglutination-lyse est positive pour L. pomona au-dela du 
1/10 000. 
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2° M. C. R..., employé aux abattoirs de Bordeaux, a été hospitalisé 
en aout 1953 pour syndrome fébrile accompagné de céphalées, douleurs 
diffuses, asthénie et rougeur conjonctivale. Le séro-diagnostic positif 
pour L. pomona atteint le 1/10 000. 


3° M. L. C..., porcher qui travaille prés d’un cours d’eau ot pullulent 
les rats, entre 4 l’hépital de Dijon en septembre 1953. Le cas est éti- 
queté méningite lymphocytaire ; urée = 0,93. Pendant la maladie il 
présente des hémorragies sous-conjonctivales. Le séro-diagnostic est 
positif pour L. pomona. 


4° M. B. R..., porcher fromager, est hospitalisé A Lons-le-Saunier, en 
septembre 1953, pour angine, épitaxis. Les signes notés sont: fiévre 
4 39°-40°, conjonctivite, signes méningés, constipation. La fiévre céde 
au traitement antibiotique, mais au quatorzitme jour on note une 
poussée fébrile. Le malade conserve une raideur méningée. Le séro- 
diagnostic est positif pour L. pomona, le titre dépasse le 1/10 000. 


5° M. L. M..., cultivateur en Vendée, est atteint en mai 1954 de 
méningite. Le séro-diagnostic atteint le 1/10 000 pour L. pomona. 


6° M™° Ni..., habitant les Deux-Sévres, présente un syndrome fébrile 
en janvier 1955 avec azotémie, légére réaction méningée. Le séro- 
diagnostic montre une agglutination-lyse au 1/10 000 pour L. pomona. 


7° M. R. B..., cultivateur dans la région de Toulouse, fait en aott 
1954 une néphrite et un syndrome méningé. L’agglutination-lyse posi- 
tive pour L. pomona atteint le 1/10 000. 


8° M. C. L..., saigneur de porcs aux abattoirs de Béziers, est hospi- 
talisé en septembre 1954 pour méningite lymphocytaire. Le séro- 
diagnostic pratiqué sur son sérum montre un titre qui atteint le 
1/10 000 pour L. pomona. 


9° M. D.R..., travaillant dans l’industrie laitiére, tombe malade le 
11 juin 1955: anorexie, vomissements, douleurs abdominales, fiévre 
4 40°, injection conjonctivale ; urée, 1,15 g. Le quinziéme jour, clocher 
thermique. Le séro-diagnostic montre une agglutination-lyse positive 
au 1/5000 pour L. pomona. 


10° M. S..., travaillant dans une porcherie 4 Bourg-en-Bresse (Ain), 
est hospitalisé le 16 aott 1954 pour état méningé fébrile. Le séro- 
diagnostic est positif pour L. pomona a 1/1 000. 

11°. M. R. A..., dont le pere est fromager 4 Thoiry (Ain), s’occupe 
des porcs pendant ses loisirs. Il est hospitalisé (1954) pour syndrome 
fébrile qui céde & la pénicilline. Une rechute est traitée par l’auréo- 
mycine. Le séro-diagnostic révéle une leptospirose 4 L. pomona. 

12° M. V. J..., boucher, est hospitalisé en mars 1959 4 Bourg-en-Bresse 
pour néphrite hématurique et urémigéne accompagnée de fiévre. Le pre- 
mier séro-diagnostic est faiblement positif pour L. pomona puis devient 
net quinze jours aprés. 

13° M. P. M..., travaillant dans une porcherie prés de la Rochelle, se 
plaint en décembre 1959 de céphalées, douleurs lombaires et abdomi- 
nales. avec fiévre & 39°. L’examen clinique ne révéle rien de spécial. 
Le séro-diagnostic prouve une leptospirose 4 L. pomona. 
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II. Dans ce deuxiéme groupe, les observations démontrent que 
le diagnostic du sérotype spécifique n’est pas toujours aisé, quand 
il existe des coagglutinines. 


14° Me Q..., travaillant dans une porcherie, présente en février 1954 
une fiévre 4 40°. L’examen montre des signes méningés et un L. C.-R. 
clair. Le séro-diagnostic décéle une agglutination-lyse positive pour 
L,. pomona et L. mitis. 


15° M. K... (Nancy), en octobre 1957, est atteint de méningite lympho- 
cytaire. Un seul séro-diagnostic montre une agglutination-lyse égale- 
ment positive pour L. mitis et L. pomona. 


16° M. P. G..., porcher aux environs de Paris (hépital de Bicétre), 
présente en décembre 1953, brutalement, un syndrome infectieux : 
température a 40°, céphalées, myalgies, syndrome méningé. Le pre- 
mier séro-diagnostic est douteux pour L. pomona et L. mitis, puis le 
deuxiéme examen est en faveur de L. pomona. 


17° M. D. C..., employé a la porcherie de Nozay (S.-et-O.), présente 
en juin 1953 une fiévre élevée, céphalées, vomissements, sueurs, dou- 
leurs diverses. L’examen montre un syndrome méningé. Le premier 
séro-diagnostic montre un taux de 1/10 000 pour L. mitis, le deuxi¢me 
dépasse le 1/10 000 toujours pour L. mitis, avec coagglutinines faibles 
pour L. pomona et L. grippo-typhosa. 


18° M. La.., directeur de porcherie 4 Jonzac (Charente-Maritime), 
présente en juin 1953 un syndrome fébrile avec signes méningés. Le 
séro-diagnostic montre une agglutination-lyse positive au 1/5 000: pour 
L. pomona, au 1/1 000 pour L. mitis et au 1/1000 pour L. ballum. 


19° M. Lo.., porcher 4 Bourg-en-Bresse (Ain), présente en aodit 1957 
une fiévre avec de la diarrhée, L’examen révéle une néphrite. Le séro- 
diagnostic montre une agglutination-lyse au 1/1000 pour L. pomona 
avec coagglutinines pour L. australis. 


20° M. Da..., s’occupe d’agriculture dans l’Ariége et pratique 1’éle- 
vage des porcs. Le 12 mai 1959 il est pris de céphalée violente, avec 
rachialgies, vomissements, la fiévre monte A 40°6. Il a de la diarrhée, 
V’abdomen est douloureux. Il existe un signe de Kernig. Quatre jours 
plus tard, un exanthéme apparait sur le thorax. Vers le septi¢me jour, 
clocher fébrile A 38°2. Il y a de l’albuminurie. Les séro-diagnostics 
montrent une agglutination-lyse forte pour L. australis et L. pomona 
au 1/1000. Au deuxiéme examen, le phénoméne de zone au 1/10 signe 
la spécificité de L. pomona. 


21° M. A. J... abatteur de porcs 4 Toulouse, présente brutalement en 
aott 1954 un état fébrile avec syndrome méningé, signes digestifs. Le 
séro-diagnostic est positif au 1/1000 pour L. pomona et au 1/500 pour 
L. canicola. 


22° M. Di.., militaire, ayant des contacts avec les porcs, est hospi- 
talisé pour uvéite bilatérale d’allure subaigué, en octobre 1954. Deux 
séro-diagnostics pratiqués montrent une leptospirose \ L. pomona avec 
coagglutinines pour L. australis. 
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Ill. Ces trois derniers cas sont les plus intéressants ; ils 
démontrent l’ascension progressive du taux des anticorps pour 
L.. pomona et la disparition paralléle des coagglutinines étagée 
sur une période assez longue. 


23° M. T. S..., ancien cultivateur, ouvrier boucher aux abattoirs 
des usines Morey 4 Cuiseaux (Saéne-et-Loire), présente en octobre 1953 
un syndrome méningé fébrile. Un premier séro-diagnostic montre un 
taux égal pour L. pomona et L. australis, puis au deuxitme examen les 
coagglutinines pour L. australis ont pratiquement disparu, et L. pomona 
atteint le 1/10 000. 


24° M. P. H..., porcher a Villejuif (2), est brusquement malade le 
5 septembre 1955 avec fiévre, vomissements, arthralgies, sans typhos, 
ni signes. méningés, ni ictére. 

L’urée est a 0,80 g p. 1000. Les différents séro-diagnostics faits le 
20 septembre, les 4, 11 et 24 octobre, montrent les résultats suivants : 
premier résultat douteux pour L. ictero-hemorragiae et L. canicola ; 
deuxiéme toujours douteux pour L. ictero-hemorragiae et L. canicola, 
mais positif 4 1/1000 (lyse 1/100) pour L. pomona ; troisi¢me positif 
a 1/5000 (lyse 1/500) pour L. pomona, L. ictero-hemorragiae et 
L. canicola au 1/1000; quatriéme positif pour L. pomona (1/5 000) 
[lyse 1/1000], les taux d’anticorps pour L. ictero-hemorragiae et 
L. canicola n’atteignant plus 1/100. 

La formation des agglutinines pour L. pomona est tardive (deuxiéme 
examen) : la réponse est douteuse pour trois sérotypes ; c’est seule- 
ment a partir du troisitme examen que la spécificité de L. pomona 
apparait et au quatriéme qu’elle devient manifeste. 


25° M. T. P..., abatteur de porcs & Aubervilliers (Seine), est hospi- 
talisé A la fin de juillet 1954 pour température 4 40° brutalement. 
A Ventrée a l’hépital Lariboisiére la fi¢vre est 4 39° avec céphalée, 
myalgies, urée 4 1,10. Les premiers séro-diagnostics sont positifs pour 
L. canicola et L. pomona au 1/10 000. Mais grace aux examens répétés 
(6 en tout) faits & plusieurs semaines d’intervalle, du 9 aotit 1954 au 
4 janvier 1955, cette leptospirose fut attribuée & L. pomona, les coagglu- 
tinines pour L. canicola étant abaissées 4 un taux trés faible, tandis 
que pour L. pomona le phénoméne de zone restait présent au 1/10. 


Pour les observations rapportées dans le premier groupe 
le séro-diagnostic n’offre aucune difficulté : il n’y a pas de coag- 
glutinines. La réponse est positive a un taux élevé : huit fois elle 
atteint ou dépasse 1/10 000, une fois la limite est au 1/5 000 et une 
fois au 1/1 000. Les premiers de ces chiffres sont largement suffi- 
sants pour assurer la spécificité du séro-diagnostic, le dernier est 
juste satisfaisant. C’est vers la troisiéme semaine de la maladie 


(2) Cet exemple est celui qui a été cité par Deparis et coll. [49], mais 
il devait figurer ici, en bonne place, puisque c’est un cas bien étudié 
parmi tous ceux que nous connaissons. Que le D™ Deparis soit remercié 
de nous avoir aidés 4 étudier la sérologie de ce malade. 
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que le taux des agglutinines marque la spécifité ; il décroit ensuite. 
La méme observation vaut pour L. mitis J. 


Mais les cas ne sont pas toujours aussi simples et des coagglu- 
tinines peuvent étre présentes et rendre douteuse la réponse 
pendant un temps plus ou moins long. Un second examen est 
souvent nécessaire : tel résultat qui laissait hésiter entre L. pomona 
et L. mitis, entre L. pomona et L. australis, entre L. pomona ct 
L. canicola devient positif pour L. pomona quelques jours plus 
tard. Toute sécurité est acquise lorsqu’apparait au 1/10 le phéno- 
méne de zone pour le sérotype qui donne la réponse positive, 
L. pomona ou L. mitis dans le présent travail ; pour les autres 
sérotypes les amas d’agglutination sont abondants dés le 1/10 
(cas 20 et 21). Quand l’agglutination reste égale pour plusieurs 
sérotypes, la réponse doit rester douteuse si le séro-diagnostic 
n’est pas recommencé quelques jours plus tard. Car ]’impor- 
tance d’un diagnostic sérologique sar est grande chaque fois qu’il 
s’agit d’une maladie professionnelle. 


Les trois cas du dernier groupe sont significatifS a ce point 
de vue. Le cas 23 est intermédiaire, il montre assez vite quelle 
est la réponse positive et il pourrait méme étre classé dans le 
groupe II puisqu’un second examen suffit pour reconnaitre le 
role de L. pomona. Pour le cas 24, en l’espace de deux mois, 
du 21 aott au 24 octobre, quatre séro-diagnostics ont permis 
d’affirmer finalement le rdle de L. pomona, puisque la réponse 
restait litigieuse entre ce sérotype et L. canicola. Quant au cas 25, 
il a méme fallu six examens successifs échelonnés du 9 aott 1954 
au 4 janvier 1955 avant de qualifier la maladie du sujet de lepto- 
spirose a L. pomona. 


Kst-il utile de remarquer que, pour les deux exemples les plus 
complexes et les plus difficiles a préciser, les coagelutinines exis- 
taient entre L. pomona et L. canicola; la réponse paraissait 
d’abord positive pour L. canicola, mais les examens répétés ont 
réussi & mettre en évidence le rdle de L. pomona pour les deux 
porchers. Il n’y a pas de rapport de groupe entre ces deux séro- 
types, du reste un des exemples donnés ci-dessus (cas 21) montre 
un cas ol la dissociation a été facile entre les deux sérotypes. 
I] s’agit sans doute d’une simple coincidence. Mais ces remarques 
conduisent & examiner de plus prés les séro-diagnostics pour 
lesquels il y a des coagglutinines multiples entre des leptospires 
appartenant a des groupes différents, La concomitance des anti- 
corps entre L. pomona et L. mitis est fréquente ; la recherche des 
anticorps agglutinants dans les sérums des pores nous l’a montrée, 
et Fraga de Azevedo avec ses collaborateurs [28, 24] l’a aussi 
notce au Portugal. La présence d’autres anticorps pour des lepto- 
Spires n’est pas rare, associée 4 l’un ou l'autre sérotype des 
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pores. On peut penser qu'il y a eu une affection double dans le 
temps et que les anticorps du premier leptospire infectieux ont 
diminué tandis que ceux du second subsistent a un taux plus 
élevé, puisque la maladie est plus récente et qu’il n’y a pas de 
vaccination entre des leptospires appartenant 4 des séro-groupes 
différents. Mais, si le taux des anticorps est ¢levé, au méme 
moment, pour plusieurs sérotypes, faut-il invoquer une affection 
simultanée par de multiples leptospires ? Et si ]’on passe a l’exis- 
tence de trois séries de coagglutinines, ou méme davantage, la 
réponse devient encore plus difficile a interpréter. 

Il est facile de remarquer que presque tous les malades dont 
observation est rapportée ci-dessus s’occupent plus ou moins 
directement de pores : cultivateur, agriculteur, éleveur, employé 
aux abattoirs, boucher, employé dans une laiterie, une conser- 
vernie, fromagerie. L’incidence professionnelle est done évidente, 
elle n’est plus discutée aujourd’hui. C’est pourquoi la connais- 
sance du métier du malade est trés importante et oriente le choix 
des sérotypes employés pour le séro-diagnostic. 


* 
xk 


Nous avons groupé, depuis 1945, les séro-diagnostics demandés 
pour la maladie des porchers au Laboratoire des Leptospiroses a 
VInstitut Pasteur (tableau I). Ces sérums ont été examinés vis-a- 
vis de L. pomona et L. mitis et de plusieurs autres sérotypes, Je 
choix étant fixé d’aprés la profession des malades et la prove- 
nance du sérum. Leur nombre n’a cessé de croitre depuis 1945, 
pour atteindre en 1959 prés de 1 000 par an. Le nombre de séro- 
diagnostics positifs pour L. pomona depuis 1945, s’éléve a 143 ; 
le nombre des réponses positives se stabilise aux environs de 
13 par an & partir de 1950; cela fait au total a peu prés 4 p. 100 
de séro-diagnostics positifs sur le nombre d’examens pratiqués 
pour L. pomona. Pour L. mitis étant donné leur nombre peu 
élevé, il n’a pas été possible d’établir une moyenne significative 
pour ces séro-diagnostics. 

Si l'on groupe ces chiffres par mois (fig. 1), le nombre des 
examens, sur l’ensemble des quinze ans, atteint puis dépasse 300 
en juillet-aout jusqu’en décembre, alors qu’il est inférieur 4 ce 
nombre dans la premiére moitié de l’année. Parallélement le 
nombre de séro-diagnostics positifs est plus élevé pendant cette 
période aotit-septembre 4 novembre-décembre, avec un maximum 
en novembre. Ces observations sont en faveur d’une importance 
autumno-hivernale de la maladie humaine a L. pomona 
(fig. 1). : q 

L’étude des cas humains conduit aux mémes conclusions que 
celles obtenues pour les sérums de porcs en ce qui concerne les 
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zones favorables A la présence de L. pomona (tableau IJ). Le 
tableau II montre la vaste répartition de la leptospirose humaine 
a L. pomona et indique la densité régionale des cas, calculée sur 
une période que quinze années. Les malades des hépitaux pari- 


Tasteau J. — Séro-diagnostics humains selon les années (1945-1960). 


Sérodiagnostics Sérodiagnostics Nombre d'examens 
positifs douteux 


pratiqués pour 
L. pomona 


siens proviennennt de porcheries de la région parisienne, rarement 
de la province. 


Dans une vaste région comprenant la Savoie, le Lyonnais, la 
Bourgogne, la Franche-Comté, on trouve en quinze ans, plus de 
cas positifs que l’on n’en identifie dans l’ensemble des hépitaux 
de la région de Paris pendant le méme temps (tableau II). 


Dans les provinces, les sérums sont adressés par les hopitaux 
et les laboratoires régionaux par des médecins praticiens; de 
certaines villes les envois de sérum sont fréquents et le aAombre 
des cas positifs atteint & Bourg-en-Bresse, par ‘exeniple, 
10 réponses. Entre Nantua et Gex nombreux sont les villages 
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ou des cas sont connus : Thoiry fournit 6 réponses positives ; Le 
Poizat, Collonges, Challex apportent leur contribution. Au sud 
de la frontiére, la Haute-Savoie est riche en exemples. Si Cru- 
seilles est connu par Jes travaux de Bouchet, Ja ville d’Annemasse 
doit étre citée avec 14 sérums positifs pour des cas régionaux 
proches. ‘Le point le plus septentrional bourguignon d’ot a été 
regu un sérum positif est Chablis, dans l’Yonne, mais les cas sont 


2 Séro-diagnostics par mois 

gE 950 (statistique de 15 années) 
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Fic. 1. — Courbes représentant le nombre de séro-diagnostics par mois (L. pomona) 


sur quinze ans. 


2 x > a2 Bo. 
de moins en moins nombreux 4 mesure que lon s’éloigne de la 
frontiére suisse. La région lyonnaise est trop voisine de la Savoie 
pour ne pas apporter son contingent ou recevoir des examens a 
faire. Les hépitaux et les laboratoires de Lyon ont fourni 4 cas 
a l’Institut Pasteur de Paris et |’Institut Pasteur de ‘Lyon compte 
aussi 4 réponses positives en 1958 et 1959; 2 pour Annemasse, 
2 pour Annecy (8). 


(3) Renseignements fournis par le D™ A.-L. Courtieu, Chef de Labo- 
ratoire dans le Service de Microbiologie 4 l'Institut Pasteur de Lyon, 
que nous remercions ici. Ces quatre cas s’ajoutent 4 ceux que nous 
avons trouvés, mais ne sont pas comptes. 
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Sur la céte atlantique, dans les Charentes, la Vendée, Ja région 
nantaise, les cas de maladie humaine ne sont pas rares, mals la 
densité est moins forte que dans l’ensemble des quatre provinces 


Tasteau Il. — Répartition en France, selon les régions, des cas 
humains de leptospirose 4 L. pomona, de 1945 a 1960. 


Hépitaux de Paris... 


H6pitaux de la région parisienne... 10 


Normandie Champagne cecccececcecescsoce 

Bretagne (région Nantes)...» Lorraine....es Sioreleler ete a tieisiate 5 

Touraine “* Franche-Comté.....ee2ece ee 
Bourgogne..e.o 


Bourbonnaise.cceces eeccccce 


Charentes.....«. Ce ececssecees ° 
Aquitaine (région Bordeaux). DAUpPNTMEie:o ckekerstelsvayersiorecel ae Ac 


Gascogne (région Toulouse).. WAU CUS C opeve crete latete eiselehererelere 


. Provence 
Languedoc (Montpellier)..... 


citées plus haut. Des foyers isolés sont disséminés sur le terri- 
toire francais un peu partout; le nord et le centre paraissent 
plus ou moins indemnes, mais c’est peut-étre parce que les 
recherches n’ont pas été assez nombreuses. 


Les leptospiroses paraissaient étre & peu prés inconnues dans 
la région de l’Ain et de la Savoie, avant la connaissance du role 
de L. pomona ; depuis, les examens portant systématiquement sur 
ce leptospire ont appris que la maladie y était au contraire 
présente. Dans les régions ot les cas de maladie humaine sont les 
plus fréquents, des recherches poursuivies pour d’autres buts [44] 
ont mis en évidence la présence d’agglutinines pour L. pomona 
dans des sérums de pores et de chevaux (voir la carte ci-jointe 
et la légende). 


On peut ajouter & ces remarques une notion relativement 
récente : celle de la contamination des eaux de surface quand 
elles servent de déversoirs aux eaux de porcheries souillées et la 
transmission effective de L. pomona au chien et par le chien. Ces 
deux derniers points n’ont pas encore fait l’objet d’études en 
France. 


LA MALADIE DES PORCHERS 65 


* 
** 


Le role économique, social et médico-légal des leptospiroses 
Worigine porcine n’est plus nié aujourd’hui. Il est variable suivant 
les pays et d’importance différente suivant les régions d’un méme 
pays. Pour la France, absence (?) dans les Flandres par exemple, 
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Fic. 2. — Carte de France sur laquelle figurent les noms des villes dont les hépitaux 

et les laboratoires ont demandé des séro-diagnostics de leptospirose humaine qui ont 

été positifs ou douteux pour L. pomona. Les cercles marquent les départements 

ou des séro-diagnostics ont été positifs pour des sérums de porcs (Kolochine-Erber 

et Mailloux [44]). Les carrés désignent les départements oi des séro-diagnostics 

positifs pour L. pomona ont été trouvés pour des chevaux (recherches de P. Rossi 
et B. Kolochine-Erber, de 1952 4 1956, fiches de travail). 
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et présence dans les régions d’élevage (Normandie, Poitou, Savoie, 
etc.). 

La question était simple quand on connaissait un seul séro- 
type : le spirochéte (leptospire a partir de 1918) de lictere 
hémorragique transmis par les rats, par l’eau; la leptospirose 
ictéro-hémorragique fut déclarée maladie professionnelle. Puis la 
découverte d’autres leptospires donnant des maladies transmis- 
sibles a l’homme, leptospiroses des mines, des chiens, des pores, 
présence de leptospires pathogénes dans l’eau, devrait entrainer 
la modification des réglements. Cette mise au point est souhaitée 
par tous ceux qui s’intéressent a la question et par les divers 
corps de métiers qui peuvent étre atteints. 


Actuellement, aprés tout ce qui été appris sur les leptospires 
et les leptospiroses en quarante-cinq ans, on sait que toutes 
peuvent étre considérées, par certains cétés, comme des maladies 
professionnelles, et cela a condition que lon ne juge pas simple- 
ment par les signes cliniques, mais que le diagnostic soit établi 
par l’examen sérologique fait dans un laboratoire spécialisé et 
que toutes les causes d’erreurs dues 4 des contaminations secon- 
daires soient éliminées. Et ce dernier détail n’est pas le moindre, 
puisque toutes les espéces animales sont sensibles aA un ou 
plusieurs sérotypes de leptospires. L’homme et les animaux 
subissent la méme régle. Cette multiplicité des vecteurs et des 
récepteurs explique la nécessité d’un séro-diagnostic précis. La 
baisse des coagglutinines doit étre surveillée par des séro-diagnos- 
tics répétés (voir exemples dans le texte ci-dessus : les cas du 
groupe III). 


C’est surtout a propos des contagions dans le domaine agri- 
cole que doivent étre proposés les textes nécessaires. Récem- 
ment Desoille [24] en a eu l’occasion, 4 propos d’un cas de leptos- 
pirose a L. ictero-hemorragiae chez un porcher, affection qui 
n’entrait pas dans le cadre légal des maladies du travail, mais 
qui pouvait étre un accident du travail dd soit au pore, lui- 
méme vecteur du leptospirose, soit a des rats ou a des eaux de 
la porcherie. ‘L’auteur et ses collaborateurs demandent que soit 
acceptée une définition de la maladie : syndrome fébrile, doulou- 
reux, quel que soit le leptospire causal, A condition que le 
diagnostic soit établi par un examen de laboratoire, en particulier 
par un séro-diagnostic. 

Les travaux professionnels pourraient étre de catégories 
diverses selon leur position dans le régime général ou dans le 
régime agricole. Dans le premier groupe se classeraient les 
travaux dans les égouts, les mines, les abattoirs, les écuries, 
les usines de délainage, le contact obligatoire avec un chien 
gardien) ; les accidents de laboratoire subis par des travailleurs 
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en contact avec des animaux servant pour des expériences (rats, 
souris, etc.), les travaux d’aménagement de cours d’eau, des 
riziéres, tous les travaux effectués dans les piscines (entretien, 
réfection) ; surveillance des eaux et des nageurs. Dans le second 
groupe devraient étre compris tous les travaux agricoles ot les 
sujets sont passibles de contamination par l’eau, picds et mains 
mouillés et souillés : travaux dans les marais, faucardage des 
étangs, curage des mares, culture des riziéres, rouissage du 
chanvre et du lin, travail dans Jes laiteries, conserveries, porche- 
ries, bergeries, écuries, vacheries, travaux et soins conceraant 
le bétail, toutes occupations qui multiplient les causes de conta- 
gion puisque des eaux de lavage, des eaux souillées et des ani- 
maux vecteurs entrent en jeu en méme temps. Ces mesures ne 
seraient qu’une mise au point pour les leptospiroses de ce qui 
a été fait pour les brucelloses. 


RESUME. 


La leptospirose a L. pomona et a L. mitis J, d’origine porcine 
nest pas rare en France; elle est surtout localisée a l’Est : 
Bourgogne, Franche-Comté, Savoie, nord du Dauphiné, a |’ Ouest : 
région nantaise, Vendée, Charentes ; mais on rencontre des vas 
isolés ou de petites épidémies environ sur les deux tiers du terri- 
toire francais. Il s’agit en particulier des cas a L. pomona: 
143 cas positifs de 1945 a 1960 décelés par |’Institut Pasteur de 
Paris. L. mitis J est moins fréquent. La répartition des foyers esl 
superposable aux régions ott l’infection des pores et des chevanx 
est connue (carte). Sous l’angle économique et médico-légal, cette 
affection n’est pas négligeable, elle doit étre classée parm Jes 
maladies professionnelles. Du reste, toutes les leptospiroses 
peuvent étre dans certaines circonstances reconnues comme 
maladie professionnelle, & condition que soit fait, pour chaque 
cas, un séro-diagnostic qui garantisse l’origine infectieuse. Des 
mesures sont nécessaires dans le régime agricole pour lequel rien 
de précis n’est prévu. 


SUMMARY 


HuMAN LEPTOSPIROSIS INDUCED By L. pomona anp L. mitis 
Jounson 1942 (ScHwEINEHUTERKRANKHE!IT). 


Human leptospirosis induced by L. pomona and L. mitis trans- 
mitted by swine, is not rare in France. It is mainly localized in 
the East (Bourgogne, ‘Franche-Comté, Savoie, Northern Dau- 
phiné) and in the West (Nantes, Vendée, Charentes) ; but isolated 
cases or small epidemics occur in about two thirds of France. 
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These cases are mainly caused by L. pomona: 143 isolations 
carried out by the Pasteur Institute from 1945 to 1960. 

L. mitis is less frequent. 

The foci are found in the regions where swine and horse 
infections occur (see map). 

From the economic and forensic viewpoint, this infection is not 
negligible ; it must be classified with the professional diseases. 
Besides, any case of leptospirosis may, in certain circumstances, 
be acknowledged as an occupational disease, on condition that 
a serodiagnosis proving the infectious origin be made in each 
case. 

In the agricultural field, nothing is stated, and measures should 
be taken. 
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ETUDE DE L’ACTION ANTIBACTERIENNE DU SULFAMIDE 


par A. LAMENSANS et A. FARI (*). 


(Institut Pasteur, Service de Chimie Thérapeutique B) 


Au cours de nos travaux sur les rapports entre les antibiotiques 
et l’immunité, nous avions effectué des enregistrements continus 
de la croissance de germes soumis a l’action des antibiotiques, et 
nous avions remarqué incidemment des anomalies dans la forme 
de la courbe de croissance d’E. coli en présence de p-amino- 
phénylsulfamide {1162 F (1)]. Cette observation nous a conduits 
a examiner de prés ce phénoméne, puis a étudier l’action anti- 
bactérienne du SA en général. Certains des résultats exposés 
ci-dessous ont été résumés dans une notre préliminaire [4]. 

Le présent travail, et le suivant, se rapportent a l’ensemble 
des phénoménes observés au cours de nos recherches. 


TECHNIQUES GENERALES. 


Souches utilisées. 


Les différentes souches d’F. coli utilisées sont les suivantes 
souche ML 30, inductible pour la B-galactosidase et la p-galacto- 
side-perméase [2], ainsi que pour la B-glucuronidase et la 6-glucuro- 
nide-perméase [8, 4]; souche ML 308, f-galactosidase constitutive ; 
souche ML 38, mutant « cryptique » inductible dans certaines condi- 
tions pour la f-galactosidase {2]; souche ML 30-AL, mutant 
p-glucuronidase constitutif. 


Mintieu 63: Milieux de culture. 


Phosphate monopotassique ..............++-+ 13,6 fay 
Sine: GURTT MENT Soy noweocucen ondocmedodc 2 g 
Sulfateud cmimaomeslUuia nce atte tat een tener 0,1 g 
Sede tiese 1 (an (ee BO, Si ratn ayaa cnibiciaurmeue areas 0,0005 ¢ 
Hawa bidistiliée merce esrb cetnisar ttre re @.S. pour 1 litre 


pH ramené & 7,2 a l’aide de lessive de potasse. 
Stérilisation 4 l’autoclave (vingt minutes 4 120° C). 


(*) Manuscrit recu le 19 septembre 1960. 
(1) Abréviations utilisées dans ce travail : SA = p-aminophénylsulfa- 


mide ; PAB = acide p-aminobenzoique. 
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Mitieu 70: 


Tris (hydroxyméthyl) aminométhane ......... M/10 
Chilorure>dammnroniumy ]... jee ee M/50 
Sulfate sdesmacnésium a AHoOm ert aer in oeteraees M/1 000 
Perchlonune: des tere. crc ree iter M/100 000 
Chloruresde, potassiviii erence eerie M/1 000 
Eau’ ‘bidistillée: Wthcr....0 <5 ses sao intent- OS: 


pH ramené a 7,5 a l’aide d’acide chlorhydrique. 
Stérilisation & l’autoclave (vingt minutes 4 120° C). 


Miuieu 61 : 


INGO (elke OU) me cooms SansanungapiAGouDGocgeac 10,5 g 
ChioruneSdrammoniimieer crea ee eee 2 g 
Chiorure demmaecnésiumin ss. .s-2- + ose ere 0,2 g 
Rérchlorures*detrer c..te 2s. ccrts eos corms ees 0,0005 g 
Phosphate monopotassique ................-.-. 0,68 g 
Sulfate savamimonium pert. cicte eter et tae terl 0,010 g 
Hala bid istilll Goteecsre:.ctr 4. ces epee eens O.S] pour diitre 


pH ramené 4 7 a l’aide de lessive de potasse. 
Stérilisation A l’autoclave (vingt minutes a 120° C). 


Croissance bactérienne. 


Toutes les cultures sont effectuées dans des fioles coniques, 
agitées dans un bain-marie a 37°C; la source de carbone et 
d’énergie choisie (a raison de 38 g par litre) est ajoutée extempo- 
ranément au milieu de culture. 

La croissance des cultures est suivie par mesure de la densité 
optique au moyen de l’électrophotométre de Meunier, a 600 mu ; 
pour les observations de la croissance en continu, les courbes 
sont enregistrées sur le biophotométre de Bonét-Maury et Jouan. 


Numeération des germes. 


Le nombre des bactéries viables est déterminé aprés dilution 
convenable des prélévements dans l'eau physiologique  stérile, 
de maniére a obtenir des suspensions contenant de 100 a 
300 germes/ml. A Vaide de ces suspensions, on ensemence des 
boites de Petri contenant de la gélose ordinaire. La numération 
des colonies est effectuée aprés incubation des boites pendant 
dix-huit heures a 37° C. 


Mesure des activités enzymatiques. 


a) B-galactosidase : la méthode utilisée est celle décrite par 
Monod et coll. [5]. 


b) B-glucuronidase : la méthode utilisée est celle décrite par 
Stoeber {8}. 


c) Phosphatase alcaline : Vinduction de la phosphatase alcaline 
et la détermination de Vactivité de cette enzyme sont effectuées 
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selon les techniques décrites par Torriani [6] et modifiées par 
Naono et Gros {7}. 

Dans tous les cas, les activités enzymatiques sont déterminées 
sur des prélévements bactériens additionnés d’une goutte de toluene 
(et éventuellement de désoxycholate de sodium a 1 p. 100) et 
soumis & une agitation mécanique énergique pendant trente 
minutes a 37° C, 


Mesure de la respiration. 


_La respiration des bactéries est déterminée selon la technique 
directe de Warburg. Température : 37° C. Volume de la culture : 
2 ml. Puits central : 0,1 ml de KOH a 30 p. 100. 


Expériences de radio-activité. 


1° Le sulfate *°S (sans entraineur) provient du Commissariat 
a l’Energie Atomique. 

L’incorporation du *°S dans les protéines bactériennes est 
déterminée comme suit : 4 partir des suspensions de germes a 
étudier, des prélévements sont effectués a des temps appropriés 
et additionnés d’un volume égal d’acide trichloracétique froid 
a 10 p. 100. Le mélange est maintenu pendant trente minutes 
au froid, puis filtré sur des filtres Millipore [8]. Ceux-ci sont lavés 
deux fois avec de l’acide trichloracétique froid a 5 p. 100, puis 
placés sur des plaques d’aluminium, séchés et passés au compteur. 


2° Le p-aminophénylsulfamide-*°S a été aimablement synthétisé 
par le Dr L. Pichat, du Commissariat a |’Energie Atomique. 
L’incorporation du SA-*°S dans les protéines et dans les acides 
nucléiques bactériens est déterminée comme suit : a partir des 
suspensions de germes a étudier, des prélévements sont effectués 
a des temps appropriés et additionnés d’un volume égal d’acide 
trichloracétique froid a 10 p. 100; le mélange est séparé en deux 
fractions : l’une d’elles est maintenue au froid pendant trente 
minutes, puis filtrée sur des filtres Millipore ; l’autre est portée 
pendant trente minutes au bain-marie bouillant, puis filtrée sur 
des filtres Millipore. Dans les deux cas, les filtres sont lavés 
avee de l’acide trichloracétique A 5 p. 100, puis placés sur des 
plaques d’aluminium, séchés et passés au compteur. 


RESULTATS. 


I. — Forme de la courbe de croissance dE. coli 
en présence de SA. 


Apres addition de SA a une culture d’E. coli en voie de crois- 
e . . . , . > 2 . ae 
sance exponentielle, la croissance devient linéaire, ¢ est-a-dire, 
que la densité optique de la culture suit une progression arithmé- 
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tique en fonction du temps (fig. 1). Aprés un certain temps, et 
pour des concentrations suffisantes de SA, la croissance s’arréte 
complétement. 
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Fic. 2. — Croissance linéaire en présence de différentes concentrations de SA. 
E. coli ML 3. Milieu 63 + maltose. Inoculum : 5.106 germes/ml. SA introduit au 


temps 0. 


A. Influence de la concentration de SA. — La pente de la droite 
representant la croissance des germes soumis a l’action du SA 
est indépendante de la concentration de SA : avec une méme den- 
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sité bactérienne au départ, on obtient pratiquement la méme droite 
avec des concentrations de SA variant de 0,5 a 5 mg/ml (fig. 2). 


B. Influence de Vimportance de l’inoculum (2). — Il est bien 
connu que l’action antibactérienne des sulfamides est liée a 
l'importance de l’inoculum. Nous avons été amenés, selon les 
expériences et le but envisagés, a utiliser au cours de notre travail 
de petits inocula avec des concentrations faibles de SA, ou, au 
contraire, des inocula importants avec des concentrations plus 
élevées de SA. Ainsi, les densités des populations bactériennes au 
départ ont été comprises entre 4.10? et 6.10’ germes/ml, et les 
concentrations de SA ont varié de 1.10-®M a 4.10-?M. 

Mais, chaque fois que cela était nécessaire, nous avons vérifié 
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Fic. 3. — Quantité de matiére bactérienne synthétisée en présence de SA. 


E. coli ML 30. Milieu 63 + maltose. SA introduit au départ. Inoculum variant de 
0,1.106 & 2.106 germes. Lectures effectuées sur cultures agitées de dix-huit heures 
a 37° G. 


qu’un phénoméne observé avec un inoculum déterminé et une 
concentration donnée de SA pouvait étre reproduit en augmentant 
ou en diminuant simultanément ces deux facteurs. 


II. — Quantité de matiére bactérienne synthétlisée 
en présence de SA. 


Nous avons déterminé la quantité de masse bactérienne élaborée 
en présence d’une méme concentration de SA par des cultures 
présentant au départ des densités bactériennes croissantes, celles- 
ci variant dans des limites trés larges. En présence de SA, et quel 


(2) Par inoculum, nous désignons la concentration en germes au 
départ de l’expérience, étant bien entendu qu’il s’agit toujours de 
bactéries prélevées en phase exponentielle de la croissance. 


50 SA:6mg/ml 


O aii PA foie ee ee 
SA:5mg/ml 


! (ae ee hae es a A 
5OL SA: 4mg/mi 


inv) 
ol 


1 
(exe) 


SA: 3mg/ml 


ine) 
ol 


DIVISIONS du PHOTOMETRE 


O L “el Gaara el) 
60 SA:2mg/mli rs 
30} 

r@) L ae sel SS ede 
60 SA: | mg/ml 
30 

0) ! vtech on wife. 


: SA:0,5mg/ml 


Inoculum 
O 1 ! —— lis 
O O79 | 5 2 
Fic. 4. — Quantilé de matiére bactérienne synthélisée en présence de différentes 
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E. colt ML 30. Milieu 63 + maltose. SA introduit au départ. Concentrations de SA 
variant de 0,5 4 0,6 mg/ml. Inoculum variant de 0,1.106 A 2.106 germes. Lectures 
effectuées sur cultures agitées de dix-huit heures A 37° CG, 
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que soit le nombre de germes présents au départ, le rapport 
densité optique initiale/densité optique finale est constant (fig. 3) ; 
la valeur de ce rapport varie de 25 a 30. 

En outre, la concentration de SA n’influe pas sur l’accroisse- 
ment de la masse bactérienne effectué en sa présence (fig. 4). 
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Fic. 5. — Action du SA sur Vincorporation de 3S, 


E. coli ML 30, Milieu 63 + 6. Inoculum: 4.106 germes/ml. SA: 1 mg/ml. Intro- 
duction de SA et de *®S au départ. 


Ainsi, la croissance linéaire d’E. coli en présence de SA sarréte 
lorsque la masse bactérienne s’est accrue de vingt-cing a trente 
fois, c’est-a-dire d’une quantité de matiére vivante correspondant 

= < a . ago. 3 : 

4 l’accroissement observé aprés quatre 4 cing divisions d’un germe 
normal, cultivé en absence de SA. 
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Ill. — Action du SA sur l’incorporation de *°S 
dans les protéines bactériennes. 


Les expériences effectuées a l'aide de **S, fourni aux bactéries 
sous forme de sulfate marqué, montrent que la radio-activité 
spécifique des germes est identique dans la culture-témoin et dans 
celle contenant du SA (fig. 5). 

Le SA n’empéche donc pas la synthése des protéines. L’aug- 
mentation de-la masse bactérienne en présence de SA est liée 
A une augmentation corrélative de la quantité de protéines. 
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Fic. 6. — Début de laction du SA. (Reproduction d'une bande d’enregistrement 
du biophométre.) 


E. coli ML 30. Milieu 63 + glucose. Inoculum: 6.106 germes/ml. SA: 2 mg/ml. 
PAB: 100 pg/ml. PAB introduit au temps 0. SA introduit au temps indiqué 
par la fléche. 1: Témoin. 2: SA + PAB. 3: SA. 


IV. — Nombre de germes viables obtenus en présence de SA. 


Il était important de déterminer la relation entre la densité 
optique des cultures soumises 4 l’action du SA et le nombre de 
germes viables présents dans ces cultures. 

Les numérations effectuées montrent que, a partir de l’addition 
de SA, les bactéries demeurent un certain temps (vingt a trente 
minutes) sans se multiplier, mais elles augmentent de taille. Puis, 
le nombre de germes viables augmente, mais d’une maniére 
linéaire par rapport au temps, les dimensions des bactéries (éva- 
tuées d’aprés le rapport densité optique des cultures/nombre de 
germes) demeurant supérieures a celles des germes normaux. 


ACTION ANTIBACTERIENNE DU SULFAMIDE 79 


V. — Début de laction du SA. 


En utilisant la technique des enregistrements continus déja mise 
a profit pour l’étude d’associations dantibiotiques [9, 40], nous 
avons observé que l’introduction de SA dans des cultures d’E. coli 
en vole de croissance exponentielle provoque immédiatement un 
ralentissement de la croissance de germes (fig. 6). 

L’action immédiate du SA a été, du reste, confirmée d’une 
maniére irréfutable par les mesures d’activités enzymatiques et 
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Fic. 7. — Antagonisme de Vaction anti-bactérienne du SA. (Reproduction d’une 
bande d’enregistrement du biophotométre.) 


E. coli ML 30. Milieu 63 + glucose. Inoculum: 4.108 germes/ml. Toutes sub- 

stances, y compris le SA (1 mg/ml), introduites au temps 0. 1, témoin. 2, SA 

+ PAB (100 pg/ml). 3, SA + acides aminés (glycine, méthionine, sérine, thréo- 

nine : 5.10—4M). 4, SA + vitamine B,, (1 pg/ml). 5, SA + acide folique (150 ug/ml). 
6, SA. 7, SA + adénine (1.10—M) + thymine (5.10—‘M). 


de la respiration de bactéries soumises a l’action du SA, ainsi 
qu’on le verra plus loin. Dans tous les cas, les effets de l’addi- 
tion du SA peuvent étre observés instantanément. 


VI. — Substances antagonisant action anti-bactérienne du SA. 


En utilisant la méme technique des enregistrements continus, 
nous avons entrepris une étude approfondie des substances chimi- 
quement définies susceptibles d’antagoniser l’action anti-bacté- 
rienne exercée par le SA sur E. coli, notamment : des acides 
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aminés, des bases puriques ou pyrimidiques, l’acide folique et 
ses dérivés, des vitamines et divers autres corps. 


De cette étude, dont les résultats paraitront ultérieurement, il 
nous parait utile d’extraire les points suivants (fig. 7) 

a) Le PAB antagonise régulierement l’action du SA. 

b) Le mélange : glycine + méthionine + sérine + thréonine, 
antagonise nettement Yaction du SA, mais d’une maniére moins 
marquée que le PAB. 


c) Il en est de méme de la vitamine B,,. 

d) L’adénine, Ja guanine et la thymine, seules ou associées entre 
elles, n’exercent aucune action antagoniste sur l’activité anti- 
bactérienne du SA; bien au contraire, dans certains cas, il a pu 
étre observé une augmentation de l’action anti-bactérienne du SA. 


e) Enfin, Vacide folique ne modifie pas l’action du SA sur 
E. coli. 


Certains de ces faits ont déja été signalés (44, 412], mais nous 
avons voulu les retrouver dans nos conditions expérimentales. 


Les effets observés aprés addition de SA a une culture d’E. coli 
en vole de croissance exponentielle, notamment la transformation 
de cette croissance en croissance linéaire et l’absence d’inhibition 
de la synthése globale des protéines, laissaient 4 penser que le SA 
pouvait agir sur les propriétés fonctionnelles des protéines bacté- 
riennes synthétisées en sa présence. En effet, « la linéarité de la 
croissance suggére qu’un ou plusieurs enzymes ne sont pas syn- 
thétisés sous une forme active » (G. N. Cohen [43}]). 

Nous avons été ainsi amenés a étudier laction exercée, entre 
autres, par le SA sur les activités enzymaliques et la respiration 
“lee oy colt. 


Les résultats de cette étude font objet du travail suivant. 


(La discussion des résultats, le résumé et la bibliographie se 
trouvent a la fin du travail suivant.) 


ACTION DU SULFAMIDE 
SUR LA SYNTHESE DES PROTEINES BACTERIENNES 


par A. FART et A. LAMENSANS (*). 


(Institut Pasteur, Service de Chimie Thérapeutique B) 


Dans un travail précédent (44], nous avons décrit les effets 
observés aprés addition de p-aminophénylsulfamide (SA) a une 
culture d’E. coli en voie de croissance exponentielle ; les expé- 
riences décrites ici montrent que le SA interfére avec le méta- 
bolisme protéique des bactéries. 

Les techniques générales utilisées ont été indiquées précédem- 
ment {44}. 


RESULTATS. 
I. — Action du SA sur les activités enzymatiques d’E. coli. 
A. Enzymes InDUITES. — 1° f-galactosidase. — On sait que 


l’addition de p-thiométhylgalactoside (TMG) ou de f-isopropylthio- 
galactoside (IPTG) a une culture d’E. coli ML 30 en voie de crois- 
sance exponentielle induit immédiatement la synthése de f-galacto- 
sidase {2]. En présence de SA, les bactéries demeurent un certain 
temps sans apparition de l’activité p-galactosidasique ; par la suite, 
cette activité apparait, mais le taux différentiel de synthése de 
l’enzyme (1), sous sa forme active est trés inférieur a celui observé 
dans la culture-témoin. 

Ce phénoméne peut étre reproduit dans des conditions expéri- 
mentales différentes [induction, concentration de germes et de SA] 
(fie. 1). 

2° B-glucuronidase et phosphatase alcaline. — Les conditions 
particuliéres d’induction de ces deux enzymes, et notamment la 
nécessité d’une concentration trés élevée de germes au départ, 
ne nous ont pas permis d’effectuer ]’étude cinétique de l’action 


(*) Manuscrit recu le 19 septembre 1960. 
(1) Le taux différentiel de synthése d’un constituant cellulaire déter- 


miné, défini par Monod et coll. [45], est le rapport de la quantité de 
ce constituant synthétisée A la quantité de substance vivante formée 


dans le méme temps. 
Annales de l'Institut Pasteur, 400, n° 1, 1961. 6 
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Fie. 1. — Action du SA sur la syntheése de la B-galactosidase induite. 
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du SA sur ces synthéses induites. Néanmoins, le dosage des acti- 
vités enzymatiques réalisé sur deux échantillons contenant un 
méme nombre de bactéries soumises ou non a l’action du SA a mon- 
iré que, en présence de ce dernier, les taux différentiels de 
synthése de ces enzymes, sous leur forme active, sont tres infé- 
rieurs 4 ceux cbservés dans les cultures témoins. 


B. ENZYMES CoNsTITUTIVES. — 1° B-galactosidase. — L’addition 
de SA 4 une culture en voie de croissance exponentielle de la 
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Fic. 2. — Action du SA sur la synthése de la B-galactosidase constitulive. 


E. coli ML 308. Milieu 63 + maltose. Inoculum : 4.106 germes/ml. SA: 1 mg/ml. 
SA introduit au temps 0. 


souche ML 308 d’E. coli entraine une diminution progressive du 
taux différentiel de synthése de la f-galactosidase active (fig. 2). 


2° p-glucuronidase. — Le méme phénoméne peut étre observé 
dans le cas de la p-glucuronidase (fig. 3) chez la souche ML 30-AL. 


II. — Action du SA sur l’adaptabilité d’E. col & divers sucres. 


La figure 4 montre l’action du SA sur l’adaptation d’E. coli au 
lactose “chez des bactéries précultivées en présence de glucose, 
épuisées par agitation sans source de carbone, puis introduites 
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Fic. 3. — Action du SA sur la synthése de la B-glucuronidase constitutive. 


E. coli ML 30 AL. Milieu 63 + maltose. SA: 1 mg/ml. PAB: 100 pg/ml. SA et 
PAB introduits au temps 0. 
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Fie. 4. — Action du SA sur l'adaptation @E. coli aw lactose. 


E. coli ML 30. Les bactéries sont pré-cultivées sur milieu 63 + glucose, épuisées 
par agitation sans source de carbone, puis introduites en milieu 63 + lactose, conte- 
nant ou non du SA (6 mg/ml). 
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en milieu minéral additionné de lactose, Dans la culture-témoin, 
on observe normalement un temps de latence, puis la croissance 
devient exponentielle. En présence de SA, la phase de latence est 
prolongée ; par la suite, la croissance apparait, mais elle est 
linéaire. 

Un phénoméne similaire est observé dans le cas de l’adapta- 
tion @E. coli au maltose. 


III. — Action du SA sur la respiration d’E. coli. 


Dés addition de SA a une culture d’E. coli en voie de crois- 
sance exponentielle, la consommation d’oxygéne devient linéaire 
(fig. 5). Ce fait indique que, parmi les protéines synthétisées en 
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Fic. 5. — Action du SA sur la respiration d’E. coli. 
E. coli ML 30. Milieu 63 + glucose + aspargine (5.10—4M) + acide glutamique 
(5.10—4M) [46]. SA: 2 mg/ml. Inoculum : 2.107 germes/ml. 


présence de SA et présentant des propriétés fonctionnelles modi- 
fiées, se trouvent une ou plusieurs enzymes du systéme respi- 


ratoire. ~ 
IV. — Caractéres de laction du SA. 


a) Les travaux précédents ont porté sur E. coli, mais, au cours 
d’essais préliminaires, nous avons retrouvé les phénoménes de 
la croissance et de la respiration linéaires avec le staphylocoque. 

b) Nous avons pu vérifier que les effets observés aprés addition 
de SA sont antagonisés par le PAB. 
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c) Les mémes effets ont pu ¢tre reproduits avec des sulfa- 
mides substitués : sulfathiazole, sulfadiazine, sulfafurazole, sulfa- 
méthoxypyridazine. La figure 6 en donne un exemple. 
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Fic. 6. — Croissance linéaire provoquée par la sulfaméthorypyridine (SMP). 


E. coli ML 30. Milieu 638 + maltose. Inoculum ; 2.5.107 germes/ml. SMP: 3 mg/ml. 
SMP introduite au temps 0. 
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Fic. 7. — Croissance d’E. coli en présence d'améthoptérine. 


E. coli ML 30. Milieu 63 + glucose. Inoculum : 4.106 germes/ml. SA et améthop- 
térine introduits au temps 0. 
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d) L’améthoptérine utilisée a des concentrations sub-bactério- 
statiques permet une croissance d’E. coli ralentie mais dont 
allure reste exponentielle (fig. 7); de méme la respiration 
WE. coli en présence d’améthoptérine conserve une allure expo- 
nentielle. De plus, le taux différentiel de la synthése de la p-galac- 
tosidase constitutive active élaborée en présence de cet antiméta- 
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Fic. 8. — Action de Vaméthoptérine sur la synthése de B-galactosidase constitutive. 


E. coli ML 308. Milieu 63 + glucose. Inoculum : 4.106 germes/ml. SA et améthop- 
térine introduits au temps 0. 


bolite est, comme dans la culture-témoin, représenté par une droite 
(fig. 8). L’améthoptérine n’entraine done pas une modification de 
Vactivité des protéines élaborées en sa présence. 


DISCUSSION. 


Trois faits essentiels ressortent de l'ensemble des résultats pré- 
sentés plus haut. 


1° En présence de SA, E. coli peut élaborer une quantité limitée 
de constituants cellulaires. Cette quantité, qui représente environ 
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vingt-cing a trente fois la densité de départ, correspond a Péqui- 
valent de 4 a 5 divisions bactériennes normales. 

Déja en 1941, Lwoff et coll. (47, 48] avaient observé que le SA 
permettait un accroissement limité de la densité optique des micro- 
organismes soumis A son action (2 4 3 divisions pour le flagellé 
Polytomella caeca, 3 a 4 divisions pour E. coli et Proteus vul- 
garis). 

Ce fait explique pourquoi, avec des ensemencements abondants, 
action du SA peut paraitre nulle si lon se limite a la détermi- 
nation de la densité bactérienne a la fin de l’expérience. « Le sulfa- 
mide manifeste son action quelle que soit la quantité de bactéries 
ensemencées... La vitesse de multiplication aprés ensemencement 
large d’E. coli et Proteus vulgaris est toujours sensiblement 
réduite » (Lwoff, Nitti et M™° J. Tréfouél {48]). 


2° Le SA agit dés son addition a des cultures en vote de crois- 
sance exponentielle. L’étude de la densité optique et les activités 
enzymatiques des cultures ne peuvent laisser a ce sujet aucun 
doute. 

Ce fait semble en contradiction avec la notion classique selon 
laquelle un nombre minimum de divisions microbiennes en pré- 
sence de SA est nécessaire pour que celui-ci agisse. En réalité, 
la mise en évidence de fagon extrémement précise d’un fait tel 
que l’action immédiate du SA exige lutilisation de techniques et 
de conditions expérimentales appropriées, notamment 

a) ’emploi de milieux de culture permettant une croissance 
bactérienne rapide ; 

b) Vexpérimentation sur des cultures ne comportant pas de 
phase de latence (germes prélevés en phase exponentielle de crois- 
sance, donc en état physiologique favorable ; 


c) les résultats peuvent différer selon le phénoméne choisi pour 
étudier la rapidité d’action du SA. A titre d’exemple, signalons 
que, dans certaines de nos expériences comportant des inocula 
importants, l’action du SA sur la densité optique des cultures 
n’était décelable qu’aprés trente ou méme quarante-cing minutes. 
Mais les dosages de la B-galactosidase active induite ou de la 
respiration bactérienne effectués lors de ces mémes expériences 
révélaient, dés la dixiéme minute, une modification des propriétés 
biochimiques d’E. coll. 

Enfin, il convient de noter Vimprécision de l’expression « délai 
d’action », certains auteurs ayant désigné par ce terme le moment 
ou action du SA commence a étre observable, et d’autres, le 
moment ott cette action est complete. En fait, le SA agit immé- 
diatement aprés son addition dans des cultures bactériennes ; la 
croissance des germes est ralentie et ne s’arréte qu’aprés un cer- 
tain temps pendant lequel est élaborée une quantité de matiére 
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bactérienne correspondant a celle obtenue aprés 4 a 5 divisions 
normales. 


3° La possibilité de synthése de protéines anormales sous 
action du SA nous semble particuliérement intéressante. Nous 
avons vu [44] que la radio-activité spécifique de germes cultivés 
en présence de sulfate-*°S est identique dans la culture-témoin et 
dans celle contenant du SA. 

Les résultats des études cinétiques effectuées sur diverses 
enzymes peuvent done signifier, soit que le SA inhibe la synthése 
nette de certaines protéines spécifiques, soit que la présence de SA 
entraine la formation par les bactéries soumises A son action 
d’enzymes biologiquement inactives. Cela rapproche de facon évi- 
dente le SA des analogues structuraux d’amino-acides, dont les 
effets sur des cultures d’E. coli ont été d’abord signalés par Munier 
et Cohen [419]. La comparaison entre l’action du SA et celle de 
ces analogues fait ressortir notamment : 


a) Que le SA se rapproche des analogues « pour lesquels on 
obtient une respiration linéaire en fonction du temps, ce qui 
indique qu’un ou plusieurs enzymes du systéme respiratoire global 
ne sont plus synthétisés... Il est évident que larrét de la synthése 
dun enzyme du systéme respiratoire rend l’apport d’énergie limi- 
tant, et ce fait suffirait 4 lui seul a expliquer la croissance linéaire 
et l’arrét final de la croissance » {20}. 


b) Comparativement aux analogues d’amino-acides qui inhibent 
complétement la synthése induite de la f-galactosidase active 
(4- et 5-méthyltryptophanes, p-2-thiénylalanine et B-phénylsérine) 
et ceux qui, comme la p-fluorophénylalanine et la norleucine pro- 
voquent la croissance linéaire mais n’agissent pas sur le taux 
différentiel de synthése de la B-galactosidase active, le SA semble 
se trouver dans une situation intermédiaire particulitre : il 
n’empéche pas l’apparition de la p-galactosidase induite, mais il 
la retarde, et, lorsque l’enzyme apparait, son taux différentiel 
de synthése est de loin inférieur 4 celui observé dans la culture 
témoin. 

Le tableau I résume l’ensemble des effets exercés sur E. coli 
ou dans d’autres systémes par différents analogues structuraux 
d’amino-acides {20 4 25] ou par des acides aminés eux-mémes [43] 
et ceux que nous avons observés avec le SA. 

Il nous semble intéressant de souligner le comportement diffé- 
rent du SA et de l’améthoptérine, en ce qui concerne les propriétés 
fonctionnelles des protéines synthétisées en leur présence. L’amé- 
thoptérine, on le sait, doit ses propriétés anti-foliques au fait que, 
comme l’aminoptérine, elle inhibe la conversion de l’acide ptéroyl- 
elutanique en son (ou ses) dérivé (s) actif (s), le (ou les) Co- 
facteur (s) folique (s) [CoF] (pour bibliographie a ce sujet, voir (26). 
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Ainsi, addition d’améthoptérine & une culture d’E. coli entraine 
Vaccumulation de 5-amino-4-imidazole-carboxamide ribotide [27]. 
L’accumulation de ce méme composé est également observée dans 
des cultures d’E. coli soumises a l’action des sulfamides (pour 
bibliographie a ce sujet, voir {28]). Mais, dans le cas de l’améthop- 
térine, le blocage de la synthése de novo de l’acide inosinique ne 
s’accompagne ni d’une croissance linéaire du germe, ni d’autres 
phénoménes indiquant une modification de l’activité biologique 
des protéines synthétisées. 
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Dans le cas du SA, au contraire, les phénoménes que nous 
avons observés (notamment, la croissance et la respiration linéaires 
et la modification du taux de synthése de certaines enzymes) 
montrent que laction du SA sur FE. coli affecte d’une maniére 
primordiale la synthése des protéines. 


RESUME. 


L’introduction de p-aminophénylsulfamide dans des cultures 
bactériennes en voie de croissance exponentielle provoque divers 
phénoménes : la croissance et la respiration deviennent linéaires, 
le taux différenticl de synthése de certaines enzymes adaptatives 
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ou constitutives est modifié. Ces phénoménes, déja observés avec 
des analogues d’amino-acides, montrent que le p-aminophényl- 
sulfamide affecte de maniére primordiale la synthése des pro- 
téines. 


SUMMARY 


Srupies ON THE ANTIBACTERIAL ACTION OF SULFANILAMIDE. 
ACTION OF SULFANILAMIDE ON THE SYNTHESIS OF BACTERIAL PROTEINS. 


When added to bacterial cultures in the exponential phase, the 
sulfanilamide brings about various effects : growth and respi- 
ration become linear and the differential rate of synthesis of 
various enzymes is altered. These effects, already observed with 
some analogs of amino-acids, suggest that protein synthesis is 
drastically affected by the sulfanilamide. 


* 
*x** 


Nous remercions M. J. Monod et ses collaborateurs, du Ser- 
vice de Biochimie cellulaire de l'Institut Pasteur, ainsi que 
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RECHERCHES EXPERIMENTALES 
SUR LA CHIMIOTHERAPIE DU TRACHOME 


par G. H. WERNER (*) 


(Laboratoire de Recherches de la Société des Usines Chimiques 
Rhéne-Poulenc (Centre Nicolas Grillet), Vitry-sur-Seine) 


INTRODUCTION 


Jusqu’a une date récente, la thérapeutique antitrachomateuse 
se ressentait de l’incertitude oi l’on se trouvait concernant |’ étio- 
logie de cette affection, Malgré les succés obtenus cliniquement 
avec la sulfamidothérapie et l’antibiothérapie, le fait que des 
infections bactériennes soient fréquemment associées au trachome 
ne permettait pas d’affirmer que ces diverses thérapeutiques agis- 
saient directement sur l’agent étiologique propre, présumé viral, 
du trachome. 

Depuis Visolement du virus du trachome par T’ang et coll. en 
1957 [41], découverte confirmée par Collier et Sowa en 1958 [2], 
puis, en 1959, par Bell et coll. {3}, par Bernkopf et coll. [4], par 
Hanna et coll. [5], et enfin en 1960, par Grayston et coll. [6], il 
est devenu possible d’étudier au laboratoire, avec toute la pré- 
cision voulue, le probléme de la chimiothérapie de cette affection. 

Par ses propriétés biologiques et par la possession de l’anti- 
gene déviant le complément spécifique de ce groupe, le virus du 
trachome appartient au groupe Bedsonia (Meyer), représenté par 
les virus (1) de la psitlacose et de la lymphogranulomatose. II 
était done permis de supposer que, comme ces derniers, il se 
montrerait sensible a certains sulfamides et a certains antibio- 
tiques. Les caractéristiques propres du virus du trachome a cet 
égard restaient cependant a préciser, étant donné que les virus 
déja connus de ce groupe différent considérablement dans leur 
sensibilité aux agents chimiothérapeutiques, 

Le présent article résume les résultats des essais de labora- 
toire effectués dans ce sens et met en lumiére l’activité expéri- 
mentale particuliérement marquée de certains produits. 


(*) Manuscrit recu le 16 septembre 1960. 

(1) Bien que le terme de « virus » ne soit pas adéquat pour désigner 
les microorganismes du groupe Bédsonia, nous l’emploierons ici faute 
d’un vocable plus spécifiguement descriptif. 
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METHODES. 


1° SoucHES DE VIRUS. 


Les deux souches de virus utilisées nous ont élé aimablement 
remises par le D* L. H. Collier (Medical Research Council’s Tra- 
choma Research Group, Lister Institute of Preventive Medicine, 
Londres) en octobre 1959. I] s’agit de la souche T’ang, qui esl 
l'une des souches isolées & Pékin par T’ang et coll. [4], et de 
Ja souche Gl, isolée en Gambie (Afrique Occidentale) par Collier 
et Sowa [2]. Ces deux souches ont été isolées par inoculation 
dans le sac vitellin de l’ceuf de poule embryonné de frottis de 
la conjonctive palpébrale de malades atteints de trachome en 
pleine activité (stades II et III selon la classification de Me 
Callan). Collier, Duke-Elder et Jones {7] ont montré que le 
virus de la souche Gl, aprés huit passages dans l’ceuf, était 
capable, par instillation dans la conjonctive d’un volontaire, de 
causer l’apparition, dans l'oeil infecté, du tableau clinique et 
histologique typique du trachome, avec possibilité de réisole- 
ment du virus. D’autre part, les auteurs chinois {4} ont obtenu 
des conjonctivites folliculaires, parfois accompagnées d’inclu- 
sions, chez des Macacus rhesus inoculés sur la conjonctive avec 
la souche T’ang. 


2° CULTURE (IN OVO) DES SOUCHES DE VIRUS. 


Nous avons cultivé les souches G1 et T’ang dans le sac vitel- 
lin de l’ceuf de poule Leghorn embryonné ayant sept jours d’in- 
cubation. Dans les deux cas, 0,125 ml d’une dilution appropriée 
du virus a été inoculé dans le sac vitellin de chaque ceuf, et les 
ceufs ont été incubés entre 35 et 36° et mirés quotidiennement. 


Avec la souche T’ang, la mortalité des embryons est relali- 
vement précoce, leur survie moyenne aprés inoculation étant 
@environ cing jours ; en général, aucun ceuf ne survit jusqu’a 
Péclosion. Toutefois, lorsque nous avons inoculé dans le sac 
vitellin des suspensions trés peu diluées de virus T’ang, nous 
avons observé une mortalité encore plus précoce, sans doute 
due 4a un phénoméne de toxicité, mais, en outre, un certain 
nombre d’ceufs ont survécu jusqu’a l’éclosion, ce qui peut s’ex- 
pliquer par un phénoméne d’auto-interférence. 

Avec la souche G1, la mortalité est moins précoce qu’avec 


la souche T’ang, ]a survie moyenne des embryons aprés ]’ino- 
culation étant d’environ neuf jours; en outre, dans une série 
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de dix a quinze ceufs inoculés avec cette souche, quelle qu’en 
soit la dilution, il n’est pas rare qu’un petit nombre d’cufs 
survive jusqu’a l’éclosion. 

Pour conserver les souches, nous avons prélevé les sacs vitel- 
lins des ceufs morts aux cinquiéme et sixiéme jours pour la souche 
T’ang et aux neuviéme et dixiéme jours pour la souche Gl et 
nous avons préparé des suspensions de.20 g dans 100 ml 
dans une solution de tampon saccharose-glutamate du type Bo- 
varnick et coll. [8]; ces suspensions ont été conservées a — 70° 
dans des ampoules Pyrex scellées. 

Des titrages du pouvoir infectant, dans le sac vitellin de lceuf, 
de ces suspensions de la souche T’ang ont montré que leur 
titre atteignait en moyenne 10® DL50 par ml. 


Nous avons préparé des frottis sur lames de sacs vitellins in- 
fectés avec l’une ou l’autre de ces deux souches de virus, et 
nous avons coloré ces frottis avec le colorant de May-Grunwald- 
Giemsa : des corpuscules élémentaires, plus souvent extracellu- 
laires qu’intracellulaires, ont été observés, conformes aux des- 
criptions des auteurs chinois et anglais, D’une maniére générale, 
cependant, il nous a paru plus commode d’évaluer la multipli- 
cation des virus par Ja mortalité des embryons, laquelle est trés 
régulire. 


3° VIRULENCE POUR LA SOURIS. 


Dans leur article original, T’ang et coll. [4] font état de résul- 
tats négatifs lors de l’essai d’infection intracérébrale de la souris 
avec une de leurs souches. Leurs essais étaient effectués avec 
une souche ayant subi un nombre relativement peu élevé de 
passages dans le sac vitellin de l’ceuf et dont la DL50 par ml 
pour l’embryon de poulet était de lV’ordre de 10’. Nous avons 
repris ces essais avec des suspensions de virus de la souche T’ang 
titrant, dans l’ceuf, 10° DL50 par ml. Nos souris étaient des 
souris blanches non sélectionnées provenant d’un méme éleveur 
et pesant de 15 a 18 g. Dans ces conditions, l’inoculation intra- 
cérébrale A la souris d’une dilution faible (1/4 ou 1/5) d’une 
suspension A 20 p. 100 de sacs vitellins d’ceufs embryonnés 
infectés avec le virus de la souche T’ang a provoqué la mort 
de l’animal dans les deux a cing jours suivant |’infection. 

Les constatations histopathologiques ont été les suivantes (2) 
méningoencéphalite aigué diffuse avec atteinte particulierement 
marquée des régions paraventriculaires, infiltration hémorragique 
du corps calleux, petits raptus hémorragiques périvasculaires en 


(2) L’examen histopathologique a été effectué par le D* Ganter. 
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différentes zones de l’encéphale et du cervelet. Congestion des 
vaisseaux méningés et infiltration inflammatoire autour du sinus 
longitudinal supérieur. 

La souris nous a semblé étre presque aussi sensible que l’ceuf 
embryonné au virus de la souche T’ang. Une suspension de sacs 
vitellins infectés titrant 10§ DL50 par ml sur ceuf, a tué 4 souris 
sur 5 a la dilution 10—*. Toutefois, les souris inoculées intracé- 
rébralement avec une suspension peu diluée de virus, meurent 
plus rapidement (survie moyenne : environ trois jours) que celles 
qui recoivent par la méme voie, une suspension plus diluée du 
virus (survie moyenne : six 4 huit jours aprés Vinoculation). On 
peut en conclure que, lors de J’inoculation intracérébrale de 
doses massives de virus, il se produit un phénoméne de toxicité 
virale analogue a celui que l’on observe avec d’autres virus du 
groupe psittacose-lymphogranulomatose [9]. 

Notons d’ailleurs qu’en 1958, Giroud et coll, [40] avaient réussi 
Visolement et la culture de produits a activité trachomateuse sur 
la souris et d’autres petits rongeurs. 


4° PREPARATION D ANTISERUMS 
ET ESSAIS DE NEUTRALISATION CROISEE ( IN OVO ) ET CHEZ LA SOURIS. 


Nous avons immunisé des cobayes et des souris, par la voie 
intrapéritonéale, contre les souches T’ang et Gl en vue d’obtenir 
des antisérums spécifiques. 

Deux cobayes ont recu 4 inoculations intrapéritonéales, espa- 
cées de 4 jours, de 2 ml d’une suspension 4 20 p. 100 de sacs 
vitellins infectés avec la souche T’ang et 2 autres cobayes ont été 
immunisés de la méme maniére avec la souche Gl. Les cobayes 
ont été saignés dix-neuf jours aprés la premiére inoculation. 

D’autre part, 15 souris ont recu 4 inoculations intrapérito- 
néales, espacées de trois jours, de 0,5 ml d’une suspension a 
40 p. 100 de sacs vitellins infectés avee la souche T’ang et 
15 autres souris ont été immunisées de la méme maniére avec 
la souche G1. Les souris ont été saignées par décapitation vingt- 
deux jours aprés la premiére inoculation. . 

Dans les essais de neutralisation in ovo, les deux pools d’anti- 
sérums de cobayes (anti-T’ang et anti-G1), ainsi que du sérum de 
cobaye normal non immunisé, ont été inactivés A 56° et dilués au 
1/3 en liquide physiologique tamponné (PBS) [44] et mélangés avec 
des volumes égaux de dilutions, allant de 10— a 10-2. 2deeis 
souche T’ang, également en PBS. Ces mélanges ont été laissés 
une heure & la température du laboratoire, puis chaque mélange 
a été inoculé, sous un volume de 0,125 ml, dans le sac vitellin 
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de 5 culs incubés depuis sept jours. La DL50 a été calculée 
pour chacune des trois séries, par la méthode de Reed et 


Muench (42). 


D’autre part, les deux pools d’antisérums de souris, ainsi qu’un 
pool de sérum provenant de souris normales non immunisées, ont 
été imactivés a 56°, dilués au 1/2 en PBS et mélangés avec des 
volumes égaux de dilutions de 10-1 a 10—* de la souche T’ang. 
Ces mélanges ont été incubés trente minutes a 387°, puis un volume 
de 0,125 ml de chaque mélange a été inoculé, dans le sac vitellin 
de 4 cufs ayant sept jours d’incubation. La DL50 a été calculée 
pour chacune des trois séries. 


Enfin nous avons effectué un essai de neutralisation sur souris 
de la maniére suivante : nous avons immunisé par la voie intra- 
péritonéale un premier groupe de souris contre la souche T’ang 
et un deuxiéme groupe de souris contre la souche G1 (3 inocu- 
lations, espacées de trois jours, de suspensions a 40 p. 100 de 
sacs vitellins infectés) ; nous avons infecté par voie intracérébrale 
les souris des deux groupes, ainsi que des souris témoins, avec 
la souche T’ang et nous avons déterminé la survie moyenne de 
chaque lot. 


5° EssaIs D’ AGENTS CHIMIOTHERAPEUTIQUES. 


a) In ovo : La plupart des essais ont porté sur la souche T’ang 
et les résultats de ces essais ont élé confirmés sur la souche Gl. 


Les cufs embryonnés Leghorn ayant sept jours dincubation 
ont été inoculés dans le sac vitellin avec 10° DL50 de virus. 
Une heure aprés lVinoculation du virus, on a injecté dans le sac 
vilellin des ceuls 0,125 ml de la solution du produit a essayer. 
Les cufs ont été incubés a 35 - 36° et mirés quolidiennement 
les morts occasionnelles survenant dans les quarante-huit heures 
suivant l’inoculation ont été considérées comme non spécifiques 
et il n’en a pas été tenu comple dans |’évaluation de la survie 
moyenne de la série. 

Les séries témoins-virus comprenaient 15 ceufs ; chaque dose 
de produit essayée a été injectée dans 10 ceufs. Tous les pro- 
duits essayés ont été mis en solution aqueuse avant leur injection 
dans le sac vitellin. Dans certains cas, il a fallu pour cela injecter 
des solutions & pH nettement alealin ou acide : des essais-lémoins 
ont montré que le pH (de 3 a 9) de la solution injectce dans le 
sac vitellin, sous un volume de 0,125 ml, une heure aprés Vin- 
fection, n’avait aucune influence sur la multiplication du virus 
et sur la mortalité des embryons. 

Afin d’éviter V’inconvénient d’éclosions survenant dans l’étuve, 
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les ceufs survivant le treiziéme jour aprés l’inoculation ont été 
détruits 4 ce moment, c’est-a-dire la veille de l’éclosion. 
La survie moyenne des ceufs a été calculée pour chaque série. 


b) Essais sur souris : Pour les essais sur souris d’agents chi- 
miothérapeutiques actifs sur le virus du trachome, nous avons 
utilisé l’infection intracérébrale de la souris (pesant de 16 a 18 g) 
avec une suspension peu diluée de sacs vitellins provenant d’ceufs 
embryonnés infectés avec la souche T’ang. ‘Les souris ont recu, 
par voie intracérébrale, sous anesthésie a léther, 0,03 ml d’une 
dilution 1/4 ou 1/5 d’une suspension a 20 p. 100 de sacs vitellins 
infectés. 

L’essai des produits s’est fait en administrant aux souris, par 
la voile sous-cutanée (s.c.) ou per os, en général une heure avant 
Yinfection, une dose déterminée du produit essayé. Les produits 
ont été administrés en solution ou suspension aqueuse, avec 
addition de gomme arabique pour les traitements per os. Chaque 
lot témoin a comporté 10 souris‘et chaque dose de produit a été 
essayée sur 10 souris. 

Les souris ont été observées pendant dix jours aprés lino- 
culation (au-dela de ce délai, on n’observe plus de mortalité 
due a l’infection par le virus T’ang) et on a calculé la survie 
moyenne de chaque lot de souris. 


RESULTATS. 


1° RELATIONS ANTIGENIQUES ENTRE LA SOUCHE T’ANG 
ET LA soucHE Gl. 


Le tableau I indique les résultats des essais de neutralisation 
in ovo du virus de la souche T’ang avec des immunsérums de 


Tasteau I. — Neutralisation in ovo de la souche T’ang par des 
immunsérums homologues ou hétérologues. 


SERUMS DE COBAYE SERUMS DE SOURIS 

Indice Indi 
logie DL 50 | de neu- | 10819 DL 50 | de neue 

apres incubation) “4.1; |aprés incubation Pain 
avec le sérum | cation (*) | avec le sérum sation (*) 
Sérum normal .. 7,3 8,1 

Sérum anti-T’ang 6,0 20 DI, 50 6,9 16 DL, 50 
Sérum anti-G1. 6,4 8 DL 50 6,9 16 DI, 50 


(*) Nombre de DL50 neutralisées par le sérum. 
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cobayes ou de souris immunisés avec Jes souches T’ang et Gl 
respectivement. 


Les indices de neutralisation obtenus sont peu élevés, mais ils 
sont comparables pour les deux souches, ce qui montre la parenté 
antigénique entre T’ang et G1. 

Le tableau II donne les résultats de l’essai d’immunité croisée 
effectué sur souris ; dans cet essai, des souris immunisées préala- 
blement contre les souches T’ang ou G1 et des souris témoins ont 
recu une inoculation intracérébrale de virus de la souche T’ang. 
Les souris témoins (ayant regu une suspension de sacs vitellins 
d’ceufs normaux) n’ont pas résisté a cette infection, tandis que les 
sourls immunisées contre la souche T’ang ont montré une résis- 
tance pratiquement totale a infection par le virus homologue. 
Les souris immunisées contre la souche G1 ont résisté partielle- 
ment a l’infection intracérébrale par le virus T’ang. Ces résultats 
démontrent l’existence d’une immunité croisée, au moins par- 
tielle, entre les deux souches. 


Tasreau Il. — Immunité croisée chez la souris entre les souches T’ang 
et Gi de virus du trachome. 


SURVIE MOYENNE APRES| SOURIS SURVIVANTES 
Lox INOCULATION I.C. AVEC IO JOURS APRES 
T’ANG L/ INOCULATION I.C. 
(maximum : Io jours) AVEC T’ANG 
Souris-témoins (« immuni- 
sées » avec une suspension 
de sacs vitellins non infec- 
ECS) Meets) eee: To saeoe 4,7 jours I sur Io 
Souris immunisées contre 
lA Sowa nS APRS oon Sooo g,1 jours 8 sur 9 
Souris immunisées contre 
lamsouchenG crises 7,1 jours 5 sur 10 


Les souris ont été immunisées par 3 inoculations i. p. (espacées de trois jours) 

d’une suspension de sacs yitellins normaux ou infectés avec les souches T'ang 

ou Gl. Quatorze jours aprés la premitre immunisation, elles ont été inoculées i. c. 
avec la souche T’ang. 


2° ACTION D’AGENTS CHIMIOTHERAPEUTIQUES (IN OVO ). 


L’évaluation des survies moyennes des ceufs témoins, infectés 
et non traités, au cours de 25 séries d’essais, échelonnées sur cing 
mois, en a montré la trés grande régularité: avec la souche 
T’ang, la moyenne des survies moyennes des ceufs aprés inocula- 
tion dans le sac vitellin a été de 5,2 jours avec un écart quadra- 
tique moyen de 0,8 jour. 
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Pour évaluer l’activité des produits essayés, nous avons adopté 
la formule : 
100 (Sx — Sr) 
13 — Se 


P étant le pourcentage de protection de la série d’ceufs traités 
avec une dose déterminée de produit, Sx la survie moyenne de ces 
ceufs (en jours), Sr la survie moyenne des ceufs témoins (infectés 
et non traités) de lessai correspondant. La survie moyenne 
maxima d’ceufs tnaités est de treize jours (tous les embryons 


Papier log-probabislité 


c 
Selle 
o CHLORTETRACYCLINE 
= 80F | 
a /OF A 
KS 60+ SPIRAMYCINE 
2 SOP 
oa 40 
= 30- e 
© ZO 
5 
a | O fie ° 
vg par ceuf 
i =i i | ee ee Ee J es esl 
12 (aa) iO) 100 200 250 500 1.000 2000 
Fic. 1. — Action in ovo d’antibiotiques sur le virus du trachome (souche T'ang). 


Variation du pourcentage de protection des ceufs embryonnés en fonction de la 
dose de produit injectée. 


vivants la veille de l’éclosion) : dans ce cas, le pourcentage de 
protection est égal a 100 p. 100. 

Nous avons constaté que, si sur du papier logarithme-probabi- 
lité on porte en abscisses les doses de produit essayées (en ue 
par ceuf) et en ordonnées les pourcentages de protection des 
ceufs traités par les doses correspondantes, les points obtenus se 
répartissent de manicre satisfaisante autour d’une ligne droite 
(Voir fig. 1, 4 titre d’exemple). 

Nous avons calculé le pourcentage de protection correspondant 
a’ une survie moyenne égale 4 la survie moyenne des ceufs témoins 
+ quatre fois l’écart quadratique moyen ; ce pourcentage est de 
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41 p. 100. Pour chaque produit essayé, nous avons déterminé le 
point oti la droite exprimant la variation du pourcentage de pro- 
tection en fonction de la dose injectée coupe Vhorizontale corres- 
pondant 4 lordonnée 41 p. 100: Vabscisse de ce point donne la 
dose minima active, c’est-i-dire la dose minima permettant une 
augmentation significative de la survie des embryons infectés. 


Tasteau Ill. — Activité d’agents chimiothérapeutiques sur la 
multiplication in ovo des souches T’ang et G1 de virus du trachome. 
SOUCHE T’ANG SOUCHE GI 
DOSES MINIMA DOSES MINIMA 
Se ROLAULES ACTIVES ACTIVES 
(par ceuf) (par ceuf) 
Sifantlamide 03.2% 6 90 ug 
Sulfaméthopyrazine ..... 8 ug 25 ug 
Sultamerazines 6 ai. os 6 ug 
Tétracycline 
(chlorhydrate) ........ I4 ug 10 ug 
Chlortétracycline 
(chlorhydrate) =. .; .-- 90 ug 200 ug 
Oxytétracycline 
(chiothydrate) ers 6 ug IO ug 
Déméthylchlortétracycline 
(chlonhiydrate)icrceyei-r- 9 peg 25 pg 
Erythromycine (base) ... 16 ug 25 ug 
Spiramycine (base) ..... 300 Ug 200 pg 
Oléandomycine (base) ... 50 Ug 100 ug 
Pénicilline G (sel de Na) 12 ug 25 ug 
Chloramphénicol ........ 200 Ug 200 Ug 
|| Streptomycine (sulfate) .|Inactive 4 5 mg par ceuf 
Néomycine (sulfate) .... Inactive a 0,5 mg 
par ceuf 


Les essais d’activilé de produits in ovo contre la souche G1 onl 
été plus difficiles 4 évaluer, puisque, comme nous |’avons indiqué 
plus haut, la mortalité des ceufs inoculés avec ce virus est tardive 
et souvent irréguliére. Nous nous sommes done bornés a essayer 
contre cette souche des doses de produits voisines des doses 
minima actives déterminées avec précision sur la souche T’ang, 
si bien que nos résultats ne donnent que des valeurs approchées 
des doses minima actives vis-d-vis de la souche Gl. 

Le tableau III résume l’ensemble des résultats obtenus in ovo 
avec les souches T’ang et Gl. On voit qu'il n’y a pas de différence 
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notable de sensibilité aux divers produits entre la souche Tang 
et la souche Gl. 

Les activités in ovo les plus considérables ont été celles des 
sulfamides (sulfamérazine, sulfaméthopyrazine), de la pénicil- 
line G et des tétracyclines. La chlortétracycline (auréomycine) 
a cependant une activité in ovo inférieure a celle des autres tétra- 
cyclines. Parmi les antibiotiques 4 structure macrolide, |’érythro- 
mycine se distingue par une activité supérieure a celle de loléan- 
domycine et de la spiramycine. Le chloramphénicol] est relative- 
ment peu actif. La streptomycine et la néomycine sont inactives. 


3° ACTION D’AGENTS CHIMIOTHERAPEUTIQUES CHEZ LA SOURIS INFECTEE 
PAR LA VOIE INTRACEREBRALE. 


Chez la souris recevant par la voie intracérébrale une suspen- 
sion peu diluée (1/4 ou 1/5) de virus de la souche T’ang, la survie 
moyenne aprés inoculation a été; en Pabsence de tout traitement, 
de 2,5 jours (moyenne des observations sur 13 lots de 10 souris) 
avec un écart quadratique moyen égal a 1,3 jour. 

Pour chaque dose de produit essayée, nous avons calculé le 
pourcentage de protection selon la formule : 


Cees) 
fers se 


Sx; étant la survie moyenne des souris traitées, S, celle des 
souris témoins (infectées, non traitées) de l’essai correspondant. 
Le pourcentage de protection correspondant a une prolongat:on de 
survie moyenne égale 4 quatre fois l’écart quadratique moyen est 
P = 69 p. 100. Au-dela de cette valeur de pourcentage de pro- 
tection, on peut done affirmer que le produit a une activité haute- 
ment significative. 


Le tableau IV indique, pour chaque produit essayé, la dose 
utilisée, la voie d’administration, le pourcentage de protection 
obtenu et, au dixiéme jour aprés l’infection, le nombre de souris 
survivantes dans chaque lot. Dans le cas des produits les plus 
importants, les chiffres donnés représentent la moyenne de plu- 
sieurs observations comparables. 

Il convient de noter que, dans ces essais sur souris, l’infection 
avec une dose massive de virus est particuliérement sévére, 
puisque, en plus de l’infection proprement dite, elle met en jeu 
un phénoméne de toxicité virale. En général, chez les souris 
témoins non traitées, aucune souris n’a survécu jusqu’au dixiéme 
jour apres linfection. 

Le tableau IV met en évidence l’activité particuli¢rement mar- 


Tasteau IV. — Action de sulfamides et d’antibiotiques sur l’infection 
de la souris par le virus du trachome (souche T’ang). 


PRopurt DOSES S.C. DOSES PER OS 
mg /kg meg /kg 
25 50 100 250 250 | 500 | 1000 
Sulfaméthopyrazine ..| 85 %| 89 %| 85 %\100 %| 86 % | 98 % 
5/10| 9/10; 8/10} 10/10] 8/10 | 9/10 — 
|| Sulfamérazine ....... go %| 84 %| 69 % 
8/10) 8/10] 7/10 
Sulfanilamido-3 
phényl-2 pyrazole ... 96 % 
9/10 
Sulfadiméthoxine .... 75 % 
8/10 
Ufa diazite foe t,o 100 % 
Io /10 
Sulfadimérazine ..... Ba oh 
0/10 
OT Fat Ia ZOl at cys e cus Se | 
0/10 
Sulfathiourée ; 226... o % 
0/10 
Sulfacétamide ....... oy KK 
| 0/10 
Sulfanilamide ....... Pat Gs PAGE 
0/10 0/10 
Tétracycline 
(chlorhydrate) ..... Smog O2moG | O40 OF Bow co, 
7[10| 9/10! g/10 1/10 
Chlortétracycline 
(chlorhydrate) ..... pak Al top> i taxes Ve 44 % 
6/10) 9/10 9/10 3/10 
Oxytétracycline 
(chlorhydrate) ..... 5r % 86 % 98 % ie GE 
2/10] 8/10} 9/10 5/10 
Déméthylchlortétra- 
cycline (chlorhydrate).|100 %j100 %|/100 % Tie 
10/10} 10/10} 10/10 7/10 
Chloramphénicol ..... Gi Ye 
0/10 
Pénicilline G (sel de Na) 2a 
0/10 
Pénicilline V (acide) . o % 
o/iIo 
Erythromycine (base). 5Br 65 % | 89 % 
0/10 5/10 | 6/10 
Spiramycine (base) .. Amo 14 %| 89 % 
0/10 1/10 | 8/10 
Oléandomycine (base). 1@) Yh 32 % | 50 % 
1/10 1/10 | 4/10 


Un seul traitement, une heure avant Vlinfection. Les chiffres indiquent le 
pourcentage de protection et le nombre de souris surviyantes au dixiéme jour aprés 
l’inoculation. 
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quée, aussi bien par la voie sous-cutanée que per os, de nouveaux 
ue tels que la sulfaméthopyrazine (3) et le sulfanila- 
mido-3 phényl-2 pyrazole (4) et, 4 un moindre degré, la sulfamé- 
razine (5) et la sulfadiméthoxine (6). Avec la sulfaméthopyrazine, 
dans des essais qui ne sont pas consignés dans ce tableau, nous 
avons oblenu des survies hautement significatives en administrant 
aux souris, une heure avant l’infection, une dose unique aussi 
faible que 50 mg/kg per os. 

Au contraire, de nombreux autres sulfamides moins récents, 
essayés uniquement par la voile sous-cutanée, se sont montres pra- 
tiquement dénués d’activité, la seule exception étant représentée 
par la sulfadiazine. ‘Le contraste entre les anciens et les nouveaux 
sulfamides est particuliérement frappant lorsque l’on compare les 
résultats obtenus avec la sulfanilamide et ceux qu’ont donnés la 
sulfaméthopyrazine, quel que soit le mode d’administration des 
produits. Comme lindique le tableau IV, les tétracyclines se sont 
montrées également trés actives, .mais surtout par la vole sous- 
cutanée. La déméthylchlortétracycline (7) semble se distinguer par 
une activilé particulrement marquée : elle a, en outre, une acti- 
vité intéressante per os, alors que les autres tétracyclines sont peu 
actives par cette vole. La chlortétracycline (auréomycine), moins 
active in ovo que les autres tétracyclines, ne montre pas cette diffé- 
rence chez la souris. 

Les antibiotiques a structure macrolide ont une activité beau- 
coup plus restreinte et uniquement lorsqu’ils sont administrés 
per os. Comme dans les essais in ovo, l’érythromycine semple 
avoir une légére supériorité sur la spiramycine et l’oléandomycine. 

Dans l’ensemble, les résultats des essais sur souris confirment 
ceux qui ont été obtenus in ovo, lesquels avaient également sou- 
ligné la supériorité des sulfamides et des tétracyclines. Cepen- 
dant, certains produits actifs in ovo, tels que la pénicilline G ei 
le chloramphénicol, n’ont eu aucune activité chez la souris. 


,o 


4° ESSAI DE L’ACTIVITE-RETARD DE CERTAINS PRODUITS 


Sur la souris infectée par la voie intracérébrale avec une dose 
massive de virus de la souche T’ang, nous avons essayé l’acti- 
vité-retard éventuelle de certains sulfamides. Les essais ont 


(3) Sulfaméthopyrazine : sulfanilamido-3 méthoxy-6  pyridazine 
Sultiréne (N. D. Rhéne-Poulenc-Spécia). 

(4) Sulfanilamido-3 phényl-2 pyrazole : Orisul (N. D.). 

(5) Sulfamérazine : sulfanilamido-2 méthyl-4 pyrimidine : Sumédine 
(N. D. Rhone Poulenc-Spécia). 

(6) Sulfadiméthoxine : diméthoxy-2, 4 sulfanilamido-6 diazine-1,3 
Madribon (N. D.). 

(7) Déméthyl-6 chlortétracycline : Déclomycine (N. D.). 
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consisté a administrer per os, en une seule fois, une dose déter- 
minée du produit essayé, puis 4 infecter les souris a des inter- 
valles variables : quarante-huit heures, vingt-quatre heures, une 
heure aprés le traitement. Comme dans les essais précédemment 
décrits, Pévaluation des résultats a été faite par le caleul du 
pourcentage de protection et du nombre de souris survivantes 
‘dix jours aprés infection. 

Le tableau V résume certains des résultats obtenus et indique 


Tasieau V. — Activité-retard de 4 sulfamides sur l’infection i. c. de 
la souris par le virus du trachome (souche T’ang). 
. SOURIS 
i MRS eee POURCENTAGE SURVIVANTES 
ENTRE PRODUIT DE 10 JOURS 
TRAITEMENT \ e@horonoe JO 
ET INFECTION | i eee 
L’ INFECTION 
| 
48 heures | Sulfaméthopyrazine a7, Of 5 sur 10 
‘_— Sulfanilamido-3 
phényl-2 pyrazole 30 % | 3 sur 10 
— Sulfadiméthoxine 14 % 2 sur 10 
24 heures Sulfaméthopyrazine 78: 6 sur 10 
- Sulfanilamido-3 
phényl-2 pyrazole TA 3 sur 10 
= Sulfadiméthoxine 57 % 6 sur 10 
_- Sulfamérazine FOr 8 sur 10 
1 heure Sulfaméthopyrazine B75 g sur 10 
-— Sulfanilamido-3 
phényl-2 pyrazole CO. 9 sur 10 
— Sulfadiméthoxine 75 % | 8 sur Io 
— Sulfamérazine nae Me 8 sur 10 


Dose unique: 250 mg/kg per os. 


la supériorité assez marquée de la sulfaméthopyrazine a cet 
égard. 

A noter que la déméthylchlortétracycline, active lorsque le 
traitement per os précéde d'une heure infection, n’a aucune 
action retard aprés un délai plus prolongé, 


CONCLUSIONS. 


Dans son exposé sur |’état actuel de la chimiothérapie du tra- 
chome, paru en 1957, Bietti [43], se basant exclusivement sur des 
données cliniques, seules connues a cette époque, avangait lhypo- 
these que les substances chimiothérapeutiques affectant le tableau 
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microbiologique propre au trachome, le tableau clinique et la 
flore bactérienne conjonctivale surajoutée, étaient les sulfamides 
et, par ordre croissant d’efficacité, la pénicilline G, le chloram- 
phénicol et les tétracyclines. D’autre part, parmi les substances 
probablement inactives sur le virus du trachome, mais agissant 
sur la flore bactérienne associée, on trouvait en particulier la 
streptomycine et la néomycine. 

A la suite de nos études de laboratoire résumées dans le pré- 
sent article, et portant sur deux souches de virus du trachome 
dont nous avons montré l’étroite parenté antigénique, on voit 
quwil n’y a pratiquement rien A changer a ces conclusions. Aussi 
bien dans les essais sur souris que dans les essais effectués in 
ovo, l’efficacité incontestable de certains sulfamides et des tétra- 
cyclines a élé expérimentalement démontrée. 

T’ang et coll. {4] qui, les premiers, isolérent le virus du tra- 
chome, ont donné en 1957 les résultats de quelques essais préli- 
minaires, effectués in ovo, sur l’activité de certaines substances 
sur ce virus. Ils ont conclu a l’activité marquée du sulfamide 
qu’ils ont essayé (sulfacétamide), de la pénicilline G et de l’oxyté- 
tracycline, a l’activité médiocre de la chlortétracycline et du 
chloramphénicol, a Vinactivité de la streptomycine. Toutefois, 
les doses des produits que ces auteurs essayérent étaient élevées 
et nous avons pu montrer qu’avec des produits comme les sulfa- 
mides et les tétracyclines, l’activité antivirale était beaucoup 
plus prononcée. En outre, grace a la virulence de lune des 
souches utilisées pour la souris, nous avons pu mettre en évidence 
Vactivité considérable de ces substances dans le cas d’une infec- 
tion intracérébrale massive de l’animal. Nous avons également 
reconnu lactivité remarquable de la déméthylchlortétracycline et 
constaté que la chlortétracycline (auréomycine), bien que moins 
active in ovo que les autres tétracyclines, était efficace chez 
Vanimal. 

L’activité particuliérement marquée de la sulfaméthopyrazine, 
in ovo et chez la souris, soit per os, soit par la voie sous-cutanée, 
est une des conclusions importantes qui peuvent se dégager de nos 
essais. La encore, les données du laboratoire confirment les 
conclusions cliniques de Bietti et Lanzieri [44] indiquant l’effica- 
cité considérable de ce produit qui, grace a son activité-retard, 
que nous avons également constatée au laboratoire, permet le 
traitement du trachome tout en réduisant la fréquence des prises 
du médicament. 

Nos essais permettent aussi de conclure que les antibiotiques 
au structure macrolide (érythromycine, spiramycine, oléandomy- 
cine) ont, sur le virus du trachome, une activité non négligeable. 
bien que plus modeste que celle des sulfamides récents et des 
télracyclines, 
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Dans le groupe Bedsonia, le spectre de sensibilité du virus du 
trachome aux divers agents chimiothérapeutiques se rapproche 
davantage de celui du virus de la lymphogranulomatose que de 
celui de la psittacose [45, 46, 47, 48}. Toutefois, le virus du tra- 
chome semble se distinguer par sa sensibilité particuli¢rement 
élevée a certains sulfamides. 

Il n’existe encore aucune donnée expérimentale concernant la 
sensibilité aux agents chimiothérapeutiques du virus de la 
conjonctivite 4 inclusions, qui a été récemment isolé en Angle- 
terre {19}. Les analogies biologiques et antigéniques entre ce 
virus et celui du trachome permettent cependant de supposer 
que leur comportement vis-a-vis des agents chimiothérapeutiques 
est comparable. 


R&ésuMs. 


Une série de produits chimiothérapeutiques (sulfamides et anti- 
biotiques) ont été essayés en ce qui concerne leur activité éven- 
tuelle sur le virus du trachome, 

Les essais ont porté sur les souches T’ang (Pékin) et Gl 
(Gambie) dont des essais de neutralisation in ovo et d’immunité 
croisée chez Ja souris ont permis de constater |’étroite parenté 
antigénique. 

L’activité des produits étudiés a été déterminée in ovo, dans 
le sac vitellin de l’ceuf de poule embryonné, et chez la souris 
inoculée intracérébralement avec la souche T’ang et recevant 
des traitements sous-cutanés ou per os. 

Les résultats des essais im ovo et de ceux sur souris ont 
concordé pour montrer l’activité particulicrement marquée de 
certains sulfamides (p. ex. la sulfaméthopyrazine) et des tétra- 
cyclines (spécialement la déméthylchlortétracycline). Les antibio- 
liques 4 structure macrolide (érythromycine, spiramycine, oléan- 
domycine) ont été actifs 4 la condition d’employer des doses 
élevées. 

La pénicilline G, le chloramphenicol, actifs in ovo, ne l’ont pas 
été chez la souris. 4 

La streptomycine et la néomycine sont dénuées de toute activité. 


SUMMARY 


The activity of certain sulphonamides and antibiotics on tra- 
choma virus has been studied in the laboratory. 

The tests have been performed on two strains of trachoma 
virus : T’ang (Peking) and G1 (Gambia), which have been shown, 
by cross serum-neutralization in eggs and cross-protection 
in mice, to be closely related to each other antigenically. 
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The activity of the drugs was determined on both strains in ovo, 
in the yolk sac of embryonated chicken eggs, and in mice inocu- 
lated intracerebrally with the Chinese strain and treated subcuta- 
neously or orally with the compounds tried. 


The results of the in ovo and mouse tests have generally been 
in good agreement. They have shown the remarkable activity 
of certain sulphonamides and of the tetracycline antibiotics. Sul- 
phamethopyrazine on the one hand, and demethylchlortetracy- 
cline on the other hand, have been the most active drugs. 

Antibiotics with a macrolide structure (erythromycin, spiramycin, 
oleandomycin) have been active at high dosages only. 

Penicillin G and chloramphenicol, although active in ovo, had 
no effect when tried in mice. 


Streptomycin and neomycin showed no antitrachoma activity. 
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SUR QUELQUES APPLICATIONS 
DE LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE 
A L’ETUDE D’ACIDES GRAS BACTERIENS 


par J. ASSELINEAU (*) (**), 


, 


(Instilut de Biologie physico-chimique, Paris 5°) 


La chromatographie en phase gazeuse constitue une méthode 
trés sensible pour la détection de petites quantités d’acides gras 
particuliers au milieu d’acides banaux. I] était par suite tentant 
de Vappliquer & l’étude des mélanges d’acides provenant de lipi- 
des bactériens, pour y déceler d’éventuels acides spécifiques. 

Rappelons que James et Martin {4] ont illustré les possibilités 
de la méthode quils avaient mise au point en analysant les acides 
eras présents dans le milieu de culture de Pseudomonas aerugi- 
nosa. Plus récemment, Cason et Tavs [8] ont utilisé la chroma- 
tographie en phase gazeuse pour étudier la composition des acides 
eras de C,, & C,, de Mycobacterium tuberculosis var. hominis, 
et Labarrére et Asselineau [8] ont examiné les acides gras de la 
souche humaine Canelti. D’autre part, la chromatographie en 
phase gazeuse a permis 4a Dauchy et Asselineau [4] de mettre en 
évidence un acide C,,H,,0, contenant un cycle propanique dans 
les lipides d’une souche d’Escherichia coli. L’hétérogénéité de 
acide mycocérosique du bacille tuberculeux a été démontrée par 
cette méthode {5}. 

Nous décrivons ici les résultats que nous avons eu l’occa- 
sion d’oblenir au cours de l’analyse des lipides de Corynebacte- 
rium diphtheriae, C. ovis, Pasteurella pestis et Bacillus subtilis. 


MarirRiEL ET METHODES. 


Origine des lipides bactériens. — Nous avons utilisé les lipides 
totaux extraits par un mélange (1/1) d’alcool éthylique et d’éther a 
partir de lots de bacilles des deux souches : Corynebacterium diph- 


(*) Adresse actuelle : Laboratoire de Chimie biologique, Faculté 


des Sciences de Toulouse. 
(**) Manuscrit recu le 19 septembre 1960. 
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theriae (bacilles de la souche Park-Williams n° 8, cultivés sur milieu 
Loiseau-Philippe pendant treize jours), et Corynebacterium ovis (bacilles 
recus du D® H. R. Carne [Sidney ]). 


Un échantillon de graisses solubles dans l’acétone, provenant d’une 
souche de Pasteurella pestis a été aimablement fourni par le D™ D. A. L. 
Davies (Porton), et un échantillon d’acides gras provenant de la sapo- 
nification des lipides. totaux d’une souche de Bacillus subtilis a été 
mis A notre disposition par M"* S. Dauchy (Nancy). 


Préparation des esters d’acides gras. Les échantillons de lipides 
totaux (ou les graisses solubles dans l’acétone) ont été saponifiés par 
chauffage A reflux sous azote pendant six heures, dans la _ potasse 
méthanolique a 5 p. 100 [p/v] (additionnée, si besoin est, d’un peu 
de benzene pour augmenter la solubilité des lipides). Apres refroi- 
dissement, le mélange est concentré sous vide, additionné d’eau et 
extrait plusieurs fois a 1’éther pour éliminer Ja partie insaponifiable. 
La phase aqueuse alcaline est ensuite acidifiée par l’acide sulfurique 
dilué, et extraite plusieurs fois par l’éther : les extraits éthérés réunis 
sont lavés a l’eau jusqu’a neutralité, séchés sur SO,Na, et amenés a 
sec ; ceci constitue les acides gras bruts. Les esters méthyliques sont 
préparés par addition d’une solution de diazométhane dans |’éther. 


Techniques chromatographiques. — Les fractions lipidiques et les 
esters d’acides gras ont été fractionnés par chromatographie sur sili- 
cate de magnésium ou sur alumine dans les conditions qui ont déja 
été décrites (voir par exemple [6]). 

La chromatographie sur papier du glycérol, et sa révélation par 
oxydation periodique, ont été effectuées selon Gordon, Thornburg et 
Werum [7]. 

Les chromatographies en phase gazeuse ont été réalisées a l'aide 
d’un appareil Griffin and George équipé d’une colonne de célite 
contenant 20 p. 100 (p/p) de « Dow Corning fluid » (silicone). Avec 
ce type de colonne, les esters insaturés présentent le méme temps 
de rétention que les esters saturés [8] : nous avons constaté que le 
linolénate de méthyle (3 doubles liaisons) mélangé A une quantité égale 
de stéarate de méthyle ne fournit qu’un seul pic [3]. Pour la chroma- 
tographie des esters de C,, A C,,, la colonne a été chauffée & 220° : le 
temps de rétention du palmitate de méthyle est alors d’environ 
quinze minutes. Dans le cas des esters d’acides de Cy A C,, la colonne 
a été chauffée & 145°, et dans le cas des diesters de diacides de GC i 
C,,, a 165°. L’identification des esters a été réalisée par comparaison 
de leur temps de rétention avec celui d’un ester authentique (les 
mesures étant faites au cours d’une méme série de chromatographies). 
Dans le cas d’ambiguité, un témoin interne est ajouté au mélange a 
étudier. La détermination quantitative des esters a été effectuée par 
décalcage des pics sur du papier millimétré et comptage des carrés. 
Des mesures effectuées avec des quantités connues d’esters montrent 
que ce procédé entraine une erreur d’environ 10 p. 100, mais cette 
erreur est réduite & environ 5 p. 100 lorsqu’il ne s’agit que de 
déterminer les proportions relatives des divers constituants d’un 
mélange. 
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R&ESULTATS. 


Corynebacterium diphtheriae. — La composition du mélange 
d’acides gras présents dans les lipides du bacille diphtérique 
montre quelques variations selon les auteurs. Asano et Takaha- 
shi {9] ont caractérisé les acides myristique, myristoléique, pal- 
mitique et palmitoléique. Pudles (40] a trouvé que les acides gras 
consistent essentiellement en acides palmitique et palmitoléique. 
Plus récemment, Pustovalov (44], utilisant la chromatographie 
sur papier, a décelé en outre les acides octadécanoique et éico- 
sénoique. 

Nous avons examiné les acides gras provenant de la saponi- 
fication des lipides totaux. Le chromatogramme en phase gazeuse 
des esters méthyliques montre essentiellement trois pics, corres- 
pondant a des acides en C,,, C,, et C,,. Aprés traitement des 
esters par le brome, le chromatogramme montre un pic pratique- 
ment inchangé correspondant a l’acide en C,,, un pic correspon- 
dant a l’acide en C,, dont la surface est environ les deux tiers 
de celle du pic observé dans le premier chromatogramme, et la 
disparition presque totale du pic correspondant a lacide en 
C,,- Ces résultats mettent en évidence les acides myristique, 
palmitique, hexadécénoique(s) et octadécénoique(s) dans les pro- 
portions approximatives 1:180:75:50 (la précision de ces chiffres 
a été discutée ci-dessus). Aucun constituant en C,, n’a été 
observé et aucun acide & nombre impair d’atomes de carbone 
nest présent en quantité appréciable. L’acide hexadécénoique 
est vraisemblablement de l’acide palmitoléique (voir [40}), et 
Vacide octadécénoique est probablement identique a l’acide 
oléique que nous avons mis en évidence chez C. ovis (voir ci- 
dessous). 

Les mémes résultats ont été obtenus au cours de [analyse 
des mélanges d’acides gras provenant de diverses fractions sépa- 
rées par chromatographie sur alumine des lipides solubles dans 
Vacétone. D’autre part, nous avons isolé A partir des lipides 
insolubles dans |’acétone une fraction insoluble dans Tl éther, 
F. 205-210°, qui consiste en sels de sodium du méme mélange 
d’acides gras (voir tableau I). Rappelons que Machebceuf et 
Cassagne [42] avaient observé la présence chez C. diphtheriae de 
palmitate de sodium. 


Corynebacterium ovis. — Le chromatogramme fourni par le 
mélange d’esters préparé 4 partir des lipides totaux présente 
la méme silhouette que celui qui est obtenu avec les esters de 
C. diphtheriae Cependant, le traitement par le brome montre 
que l’acide hexadécénoique est ici un constituant trés peu impor- 
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lant du mélange (fig. 1). Les proportions relatives des acides 
myrislique, palmitique, hexadécénoique et octadécénoique sont 
environ 1:260:20:70. 

Le mélange des acides totaux a été oxydé par le permanganate 
de potassium en solution aqueuse diluée [43]. Le mélange d’acides 
dihydroxylés obtenu, F. 125-127°, présente une composition cen- 
tésimale qui correspond a celle d’un acide C,,H,,O0, souillé de 
son homologue C,,H,,0, (voir tableau I). Aprés oxydation de ce 
mélange par l’acide periodique [44], les aldéhydes formés ont 


temps de rétention (minutes) 2k 15 5 


Fic. 1. — Chromatogramme en phase gazeuse des esters isolés de C. ovis, avant 
(courbe I) et aprés (courbe II) traitement par le brome. 


été séparés par entrainement par la vapeur d’eau. La_ partie 
non volatile, oxydée par le permanganate de potassium en milieu 
acide, fournit, comme seul constituant, de Uacide azélaique 
I’, 103-104°, identifié par Vabsence de dépression du point de 
fusion de son mélange avee de Pacide authentique, par sa com- 
position cenlésimale (tableau I), et par la chromatographie en 
phase gazeuse de son diester méthylique. La partie volatile a été 
oxydée, et les acides formés ont été méthylés par le diazomé- 
thane : la chromatographie en phase gazeuse met en évidence 
comme constituant essentiel Vacide nonanoique, accompagné 
(un peu dacide heptanoique. Ces résultats montrent que la frac- 
tion dacides insaturés de C. ovis est constituée principalement 
par de Vacide octadécene-9 oique, accompagné dun peu d’acide 
hexadécéne-9 oique. Ces deux acides sont les isoméres cis, 
@aprés absence de bande & 10,35 w dans le spectre I. R. du 
mélange inithal d’esters. Hilditch {45} donne F. 125-126° pour le 
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mélange d’acides dihydroxylés provenant de |’oxydation perman- 
ganique d’un mélange (25/75) d’acides palmoléique et oléique. 
En conclusion, les acides gras présents dans les lipides de 
C. ovis sont les acides myristique, palmitique, palmitoléique et 
oléique (avec peut-étre des traces d’acide stéarique). L’absence 
d’acides normaux supérieurs résulte de la distillation du mélange 
brut d’esters : aucune fraction intermédiaire n’a été trouvée 
entre l’oléate de méthyle et le corynomycolate de méthyle. 


Tasrzau I. — Composition centésimale d’acides gras (ou de leurs 
dérivés) et de leurs produits de dégradation (*). 


TROUVE % CaLcuLk % 
(C) formule (C) || 
C | H /cg,| brute C | # icy, 
Sel de sodium isolé de C. 
GQ IROOPIOD 506565 O09 OL 68,6 |10,9 C,sH3,0.Na|69,0 |11,2 | 
Acide dihydroxylé F 1272, 
provenant) de Ce ovis =. 4. 68,14|11,27 CibseO, |O8,32/11,47 


1sH2,0, [66,63] 11827 


Diacide F 104°, provenant 
de la coupure de l’acide dihy- 
Cobdoprayske 18) Gar Ok moe og 57,38| 8,52 CEG On WERE Ast 


Fraction d’esters non incluse 
par lurée de P. pestis ....|'76,82)12,15||5,50| C.Hs.0, |76,54/12,13| 5,32 


n-heptadécanoate de méthyle 
provenant de Vhydrogéna- 
tion de l’acide C,, de P. pestis|76,25|12,55 CisH 502 | 75,98| 12,75 


(*) Analyses effectuées par le laboratoire de micro-analyse de la CIBA (Bale). 


Pasteurella pestis. — La préparation de graisses dont nous 
avons disposé, était constituée par un mélange d’acides gras 
libres et de glycérides, d’aprés le titrage et la mise en évidence 
de glycérol (par chromatographie sur papier) dans la fraction 
hydrosoluble de saponification. 

Les acides gras, isolés aprés saponification, ont été méthylés 
par le diazométhane, chromatographiés sur alumine, et distillés. 
Ces opérations permettent d’exclure la présence, en quantité 
appréciable, d’acides hydroxylés, ou d’acides ayant plus de 20 
atomes de carbone (1). La chromatographie en phase gazeuse 


(1) Des acides A trés haut poids moléculaire peuvent éventuellement 
exister dans la fraction insaponifiable. 
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(fig. 2, partie I) montre la présence d’acides a chaine normale 
en C,, et Cy, et d’acides a chaine ramifiée en Cj, et C,,. ‘Les 
temps de rétention de ces deux derniers acides ne sont que légére- 
ment inférieurs 4 ceux des acides a chaine normale correspon- 
dants. Des traces d’acides en C,, et C,, peuvent aussi étre 
observées. Le traitement du mélange d’esters par le brome 
entraine la disparition presque compléte du pic correspondant 
a lester d’acide en C,,. 
Le mélange d’esters a été fractionné par deux traitements par 
Yurée {46]. A partir des cristaux d’inclusion, nous avons isolé 
les esters d’acides palmitique, octadécénoique, accompagnés d’un 


(minutes) 21 temps de rétention 


Fic. 2. — Chromatographie en phase gazeuse des esters isolés de P. pestis (courbe 1), 

de la fraction non incluse par l’urée (courbe II), et de la fraction non incluse par 

Turée des esters hydrogénés (courbe III) ; la ligne pointillée montre la position 
de l’ester d’acide C,, a cycle propanique. 


peu d’ester d’acide en ©,,. La partie non incluse par l’urée four- 
nit un chromatogramme en phase gazeuse représenté sur la 
figure 2, partie II: le constituant principal est l’ester d’acide 
en C,,, 4 chaine ramifiée, accompagné d’un peu d’ester d’acide 
en C,, (et un peu d’esters d’acides en C,, et C,, qui ont échappé 
a inclusion) (tableau I). Le spectre infrarouge de cette fraction 
montre une bande relativement forte a 9,8 uw, pouvant étre attri- 
buée & un cycle propanique (47]. Aprés hydrogénation catalytique 
de cette fraction (dans les conditions permettant l’ouverture d’un 
cycle propanique [47]}), les esters hydrogénés ont été soumis a 


CHROMATOGRAPHIE D’ACIDES GRAS BACTERIENS 115 


un nouveau fractionnement par l’urée. ‘La fraction hydrogénée 
non incluse fournit le chromatogramme en phase gazeuse repré- 
senté sur la figure 2, partie III; le pic principal correspond a 
lester d’un acide en C,, dont le temps de rétention est nettement 
inférieur a celui de l’ester avant ’hydrogénation. Ceci s’explique 
par la transformation d’un ester tel que (I) en un mélange d’esters 
(III) et (IV) [le fractionnement par Vurée ayant éliminé le 
n-heptadécanoate de méthyle (I1)]. 


CH -(CH)15-COOCH, 


(II) 
cho ee yan CH2)m-CO0CH CH; -( CHa) n4y ~GH-( CH) m-COOCH; 
Hp 8s — (125) 


(I) 
Sa Wea ia, 


B3 (qv) 


Le comportement de ces esters en chromatographie en phase 
gazeuse peut se rapprocher de celui du lactobacillate de méthyle 
(méthyléne-11, 12 octadécanoate de méthyle) et du tuberculostéa- 
rate de méthyle (méthyl-10 octadécanoate de méthyle) : le tuber- 
culostéarate montre un temps de rétention nettement inférieur 
a celui du lactobacillate, qui a luirméme un temps de rétention 
trés peu inférieur a celui du n-nonadécanoate de méthyle {3}. 


La chromatographie en phase gazeuse des esters hydrogénés 
inclus par l’urée montre la présence de n-heptadécanoate de 
méthyle (II), et d’un peu d’ester d’acide en C,, dont le temps de 
rétention reste un peu inférieur a celui du n-nonadécanoate de 
méthyle. D’autre part, la chromatographie en phase gazeuse de 
la fraction d’esters non incluse par l’urée et non hydrogénée, 
additionnée d’ester d’acide en C,, contenant un cycle propanique 
provenant des lipides d’Escherichia coli [4], montre l’identité de 
comportement chromatographique de ces deux esters d’acides 
eneGies 

Ces résultats élablissent l’existence dans les lipides de P. pestis 
d’un acide en C,, contenant un cycle propanique. Ajoutons encore 
que les esters non inclus par l’urée (et non hydrogénés) ne pos- 
sédent pas d’absorption U. V. notable dans la région 213-220 my, 
ce qui exclut la conjugaison du cycle propanique avec le car- 
boxyle. Le dosage de C-méthyle sur cette méme fraction (tableau I) 
semble exclure la position du cycle propanique a l’extrémité ter- 
minale de la chaine de l’ester. Enfin, cette fraction ne posséde 
aucun pouvoir rotatoire mesurable, de méme que le lactobacillate 
de méthyle, ou l’ester d’acide C,, 4 cycle propanique de E. colli. 
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En résumé, les graisses de P. pestis contiennent les acides pal- 
mitique, octadécénoique(s), et un ester d’acide en C,, contenant 
un cycle propanique (I) [qui peut étre identique a celui d’E. colt] ; 
aucune conclusion ne peut étre tirée en ce qui concerne l’ester 
d’acide en C,, : il pourrait consister en un mélange de n-nonadé- 
canoate de méthyle et d’un ester semblable (ou identique) au lacto- 
bacillate de méthyle. 


Bacillus subtilis. — Les acides gras des lipides de B. subtilis 
ont été récemment examinés par chromatographie de partage 
a phases inversées par Akashi et Saito [48], qui ont mis en évi- 
dence les acides myristique, palmitique, un acide en C,; (acide 


(minutes) alte gf temps de rétention 


Fic. 3. — Chromatographie en phase gazeuse des esters isolés de B. subtilis, avant 
(courbe I) et aprés (courbe II) traitement par le brome. 


sarcinique) et un acide en C,,. L’acide sarcinique est l’acide le 
plus important du mélange. 

Ayant eu a notre disposition un échantillon d’acides gras pro- 
venant de la saponification des lipides totaux de B. subtilis, aima- 
blement fournis par M"™ S. Dauchy (Nancy), nous avons soumis 
les esters méthyliques 4 la chromatographie en phase gazeuse. [Le 
chromatogramme obtenu est représenté sur la figure 3, partie I. 
Les pics observés correspondent aux esters d’acides en C,,, Cy; 
a chaine ramifiée, C,, a chaine ramifiée, C,, normal et C,, vrai- 
semblablement ramifié. Le traitement de ces esters par le brome 
ne fait disparaitre aucun d’entre eux. Ces résultats confirment 
ceux des auteurs japonais et montrent l’existence d’un acide sup- 
plémentaire. 

Il doit étre noté que le pic correspondant a lester d’acide en 
C,, présente un temps de rétention peu inférieur A celui du 
n-heptadécanoate de méthyle, et que le spectre I. R. du mélange 
total d’esters montre une bande nette, quoique faible, a 9,8 wu. 
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Ces observations pourraient correspondre a l’identité de cet 
acide C,, aux acides C,, a cycle propanique de P. pestis ou E. coli. 
Faute d’une quantité suffisante de matériel, nous n’avons pu 
poursuivre cet examen. 


CONCLUSIONS. 


Cette étude a tout d’abord permis de préciser la nature des 
acides gras présents dans les lipides de plusieurs espéces bacté- 
riennes. L’existence d’un acide (en C,,) contenant un cycle pro- 
panique a été démontrée chez P. pestis et rendue probable chez 
B. subtilis. Rappelons qu’un acide semblable (ou identique) a été 


Composition des mélanges d’acides gras isolés de 
plusieurs espéces bactériennes. 


TasLeau II. — 


CORYNEBACTERIUM PASTEU- ESCHE- Mycopzac- | 
ACIDES RELLA BACILLUS | RICHTA TERIUM 
PESTIS SUBTILIS COLI PHLEL 
DIPHTHERIA | OVIS 
Myristique .... + + — ae sb ok 456 
(Gag Beehoslbe(S Ho ae ee fo A 
Cy, ramifié .... tall 
Palmitique ... Sr eleeieaie iia ote tetect oat State Sears | ese ar aes 
Hexadécé- 
VOM GUC cra. . ++ “E ak 
C,, 4 cycle pro- 
panique ...... Acar saci rahe (ike cekeek 
Stéarique’..... ate Ae ig Sle 
Octadécénoique. 4+4++4 Sse te feo ces 
Ci, ramifié I* . jose 
Gy, ramitié 1L*” +4 
Acides non rami- 
fiés supérieurs . piers 
Références . présent travail [4] [24] 


(*) Lester de l’acide ramifié I (tuberculostéarate de méthyle) présente un temps de rétention plus faible 
que celui de l’acide ramifié II. 


caractérisé dans les lipides d’E. coli [4], et que l’acide lactobacil- 
lique (acide en C,, a cycle propanique) a été isolé de plusieurs 
espéces de Lactobacillus {47, 419] et d’Agrobacterium phyto- 
monas [20]. La présence d’acides gras (en C,, ou C,,) contenant 
un cycle propanique est donc relativement fréquente chez les bac- 
téries. 

D’autre part, si l’on considére les chromatogrammes en phase 
gazeuse des mélanges d’esters obtenus a partir des lipides de 
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C. ovis, P. pestis et B. subtilis (fig. 1, 2 et 3), on constate des 
différences importantes dans la silhouette des courbes obtenues : 
chaque genre bactérien présente une courbe caractéristique. 
A Vintérieur d’un méme genre (C. diphtheriae et C. ovis), les diffé- 
rences sont trés faibles. Dans le tableau II, nous avons rassemblé 
ces observations, en y ajoutant les résultats concernant Esche- 
richia coli [4] et Mycobacterium phlei [24]. Quoique ces données 
soient limitées & un nombre trop restreint de cas, elles montrent 
que ce mode d’analyse pourrait éventuellement apporter une aide 
efficace au microbiologiste pour la classification d’espéces bacté- 
riennes mal définies. Certains appareils de chromatographie en 
phase gazeuse, suffisamment sensibles pour n’utiliser que des frac- 
tions de milligramme de substance, peuvent permettre de réduire 
la quantité de matériel bacillaire nécessaire 4 des valeurs relati- 
vement petites (moins de 1 g de bacilles humides). 


RESUME. 


La nature des acides gras présents dans quatre souches bacté- 
riennes a été étudiée, principalement par chromatographie en 
phase gazeuse. C. diphtheriae et C. ovis contiennent les acides 
myristique, palmitique, palmitoléique et oléique; P. pestis ren- 
ferme les acides palmitique, octadécénoique, un acide en C,, a 
cycle propanique et un acide en C,, non identifié; B. subtilis 
contient des acides en C,,, C,; A chaine ramifiée, C,, normal et a 
chaine ramifiée, et C,,. 


_Les possibilités d’emploi de cette technique analytique pour 
Videntification du genre auquel appartient une souche bactérienne 
sont soulignées. 


SUMMARY 


SOME APPLICATIONS OF GAS CHROMATOGRAPHY TO THE STUDY 
OF BACTERIAL FATTY ACIDS. 


The nature of the fatty acids of four bacterial strains is studied 
by different chromatographic methods, particularly gas chromato- 
graphy. 

C. diphtheriae and C. ovis contain myristic, palmitic, palmitoleic 
and oleic acids. P. pestis contains palmitic, octadecenoic acids, 
a C,, acid with a propanic ring, and a non identified C,, acid. 
B. subtilis contains the following acids : C,,, branched C,,, nor- 
mal C,,, branched C,,, and C,,. 


‘The application of this analytic technique to the identification 
of the genus of a bacterial strain is proposed. 
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CONTROL OF VI-PHAGE TYPE OF SALMONELLA TYPHI 
BY POLYLYSOGENICITY (*) 


by K.S. READ and W. W. FERGUSON (**). 


(Division of Laboratories, Michigan Department of Health 
Lansing, Michigan, U. S. A.) 


The investigations of Anderson and Felix (1953), and Ferguson, 
Juenker, and Ferguson (1955) have demonstrated that lysogenicity 
with type determining phages controls the Vi-phage sensitivity 
of many of the Vi types of Salmonella typhi. Observations to date 
have been concerned with singly lysogenic cultures. Each of the 
latter bears a single temperate phage which is capable of bringing 
about a conversion of Vi type when applied to the proper receptor 
culture. Double lysogenicity by type determining phages has 
been suspected, as in the case of type D, (Anderson and Felix, 
1953), but has not been proven. In the present paper double lyso- 
genicity is reported for Vi types D,, D, and D,,. Each carries 
two temperate phages which are responsible for the Vi-phage sen- 
sitivities of the culture. 

Discovery of the polylysogenic state of types D,, D, and D,, 
was made during a study of Vi types D,, D,, D,, D,, D, and D,p. 
When type A (Felix) culture was used as an indicator, Vi types D,, 
D,, D,, D,, D, and D,, were found to yield temperate phages 
which were subsequently shown to have a common characteristic. 
Temperate phages d,, d,, d;, dg, d, and d,, had the ability, when 
applied to type A culture, of converting the Vi-phage type to 
type D,. Since the temperate phages listed have the same type 
converting ability, and the parent cultures from which they are 
derived are differend in Vi-phage sensitivity, it seemed plausible 
that the non-lysogenic precursor cultures of types D,, D,, D,, 
D,, D, and D,, are different. An indirect attempt at determining 
this difference was made with nine subtype A cultures of Nicolle, 


(*) This investigation was supported in part by Grant E1113 from 
the Division of Research Grants, National Institutes of Health, Depart- 
ment of Health, Education and Welfare, Public Health Service, 
Bethesda, Maryland, U.S. A. 

(**) Manuscrit recu le 29 juillet 1960. 
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Pavlatou and Diverneau (1954), some of which are lysogenic with 
non-type determining phages, and some of which are not. When 
several of these prototype strains were treated with phage d,, one 
lysogenic culture, subtype Leopoldville, became doubly lysogenic 
and nearly identical in Vi-phage pattern with natural type D,. 
Conversely, lysogenization of type D, with the phage obtained 
from the Leopoldville cuiture produced a doubly lysogenic culture 
very similar to type D,. This led to examination of D type 
cultures for evidence of polylysogenicity. 


METHODS AND MATERIALS. 


Phage assay agar was veal infusion broth with 1.4 per cent 
Difco agar. Vi-phage types of S. typhi employed were standard 
cultures issued by the International Reference Laboratory for Vi- 
phage Typing, Central Public Health Laboratory, London, 
England, as were the Vi-phages used in typing. Types D,, D, 
and D,, bore the reference numbers T6660, T6940 and T7047, 
respectively. 

Spontaneous induction of temperate phages was accomplished 
by rapid growth of lysogenic cultures in 50 ml of veal infusion 
broth in 250 ml flasks. Incubation was at 37° C and growth of 
approximately 5 x 10% ml of cells was attained on a rotary shaker, 
before harvest. Cells were separated after growth by centrifu- 
gation. Supernatant fluid was filtered through a membrane filter. 
Assay of phages was carried out on young broth cultures of either 
type A [Felix] (1) or type D, after methods previously described 
(Ferguson, Juenker and Ferguson, 1955). Purification of induced 
phages was done by repeated cycles of single plaque selection and 
propagation. For lysogenization an undiluted filtrate of temperate 
phage was applied on a young broth culture of type A which had 
been flooded and dried on agar plates. Resistant growth which 
developed in the lytic areas was streaked on agar plates. Single 
colonies from this subculture were tested for lysogeny by the 
cross-streak technique against the particular phage used in lyso- 
genization. 

When filtrates containing a mixture of a and fp phages were 
applied on type A culture, it was customary for plaques of a 
phage to develop in 3 to 4 hours at 37°C. £ phage plaques, 
in contrast, did not become clearly defined until 5-6 hours had 
elapsed. Incubation, therefore, was uniformly carried out for 
6 hours when observing development of « d » series phages. 


(1) Unless otherwise specified S. typhi type A, Felix strain, was used 
in experimental work. This is a non-lysogenic strain similar to the 
Tananarive subtype of Nicolle. 
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RESULTS. 


Tyre D,. — After growth of type D, culture in shaken flasks the 
filtrate was placed on type A seeded plates. It was noted that 
two types of plaques resulted, one semi-turbid and the other 
turbid. Single plaques of both plaque types were propagated 
separately on type A, and host range determinations made. It 
was found that the semi-turbid plaque type, termed phage d, « 
for convenience, was identical in host range with temperate 
phage d, and had the same type converting ability (type A to 
type D,). The turbid plaque type, termed phage d, B, had a 
somewhat different host range from d, « phage, notably the ability 
to lyse type D, culture. Of greatest interest was the fact that 
type D, when lysogenized with phage d, B was transformed into 
type D,. No change occurred when phage d, B was applied to 
type A. As the host range activity indicated, type D, culture was 
resistant to d, a phage. It appeared, therefore, that a dual phage 
system controlled the Vi-phage specificity of type D,, 1. e., type A 
culture lysogenized with d, « phage became type D,, and type D, 
treated with d, B phage became type D,. 

If one follows the system established by Anderson and Fraser 
(1955), the structural formula of type D, culture will be A (d, a, 
d, 6), from the fact that type A culture plus phage d, a, plus 
phage d, 6, becomes type D, (table III). 


Type D,. — Type D, was demonstrated to be doubly lysogenic 
by the same method used with type D,. Filtrate from rapid 
growth of type D, yielded semi-turbid and turbid plaques on 
type A cultures. The semi-turbid plaque type, termed d, a, was 
identical with d, and d, a phages in host range activity, moreover, 
it had the same type converting capacity, in that type A lyso- 
genized with d, a phage became type D,. The d, a phage had no 
activity on type D,, as was to be expected. The turbid plaque 
type, termed d, B, had a limited host range activity and a minute 
plaque size. Type D, lysogenized with d, B phage was trans- 
formed into type D,. The structural formula for type D, may be 
written as A (d, a, dy B) [table IIT]. 


Tyre D,). —The filtrate of type D,, produced three plaque types 
on type A culture : a semi-turbid plaque (d,, a phage), a turbid 
plaque (d,, B phage), and a clear plaque. The clear plaques are 
presumed to be mutants of d,, 6 phage, although complete proof 
of this is lacking as yet. Phage d,, a was found to be similar 
in host range to phages dg and d, a, also, it had the ability to 
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transform type A into type D,. The d,, 6 phage was found to 
have a host range activity similar to d, B phage ; indeed, it was 
found to convert type D, into type D, when the former culture 
was lysogenized with d,, 6 agent. This demonstrated the simi- 


Taste I. — Host range activity of « d » series temperate phages upon 
lysogenic Salmonella typhi Vi-phages types. 
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—, no reaction ; +, partial reaction ; +, strong reaction. 


larity of phages d, fp and d,, B but left unsolved the problem of the 
precursor culture of type D,). 

The history of the prototype culture of type D,, furnished a 
clue. It was found from data supplied through the courtesy of 
Miss Virginia Wilson of the National Reference Vi-Phage Typing 
Center, Communicable Disease Center, Chamblee, Georgia, that 
type D,, had been isolated from a Michigan resident. This 
patient had originally excreted a typhoid organism phage typed 
as D,, but the same patient later was found to excrete a type 
which came to be known as D,,. When type D, culture was lyso- 
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genized with d,, 6B phage, a culture resulted which was identical 
in Vi-phage type charasteristics with natural type D,,. It would 
appear, therefore, that the precursor culture of type D,, is type D,. 
At present the complete structural formula of type D,, is unknown, 
however, it can be tentatively expressed as A ? (d,, a, dy B). 

The problem of the structural formula of type D, is. still 
unsolved. The filtrate of type D, yields a phage identical with 
d,, ds a, dy a and d,, a agents. Phage d, transforms type A into 
type D,. Obviously type D, is either doubly lysogenic and its 
second phage undisclosed, or its non-lysogenic precursor is 
different from type A. 


IDENTITY OF TEMPERATE PHAGES OF TYPES D,, D, anp D,,. — A 
thorough study of the characteristics of the a and B phages of 
types D,, D, and D,, has not been made as yet, nor has a 
searching comparison been made with the numerous type deter- 
mining and non-determining temperate phages of S. typhi. 
Nevertheless, certain tentative conclusions can be drawn from 
the available data. In tables I, If and III comparison is made 


Taste I]. — Comparative plaque sizes* of Salmonella typhi temperate 
phages of the «d» series. 


. Ch et ees: 0.36mm 
deaipha === 0.36mm 
d 9 alpha ~--------- 0.36mm 
dio alpha --------------- 0.36mm 
debetqe 0.28mm 
dg beta ---- O.17mm 


* This is an expression of the average sizes of the larger plaques of each phage. 


of host range activity, plaque size and type converting abilities, 
respectively, of a, B, and d, phages. It will be noted that host 
range activity of d,, dj, and d,, a phages is identical with that of 
phage d,, an agent that was first isolated by Craigie (1946). In 
addition the plaque sizes of the four phages are similar and their 
type converling ability is the same. There seems little doubt that 
these are identical phages and may be labelled as phage d,, 
according to the system devised by Anderson and Fraser (1955). 
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The p phages d, and d,, are similar in host range activity and 
plaque size. Neither phage has type transforming ability when 
apphed to type A culture. It will be seen from table III that 
both will transform type D, into type D,. Whether these are one 
and the same phage remains to be determined. Phage d, B 
obviously stands alone. Its host range activity differs from that 


Tasre II. — Type determining phages of Vi types of Salmonella typhi 
and their type transforming capacities. 


A (degtdea) 


A (doq+dgpa) 


AT dioatdioz) 


* Precursor culture together with type determining phages. 


of the other two B phages, as well as the host range activity of 
the a phages ; its plaque size is smaller than any of the d phages 
considered in this study; its type transforming ability sets it 
apart. Preliminary observations suggest that the p phages, 
whether two or three in number, are different from any of the 
temperate phages of S. typhi previously reported (Anderson and 
Felix, 1953; Ferguson, Juenker and Ferguson, 1955). 


Discussion. 


Anderson (1959) has listed, but has not discussed, the type 
determining phages of types D,, D,, and D,, as follows : type Dg, 
phage d, ; types D, and D,,, phage dy. Since this is at variance 
with our observations, the work reported here has been carefully 
repeated. Results were verified in the case of each type and 
each phage. A possible explanation of Anderson’s results would 
be the preliminary examination of filtrates with inadvertant use of 
mixtures of a and f agents. Event with apparent single plaque 
selection the possibility of a mixture is considerable, particularly 
if type A was used as the sole indicator culture. In our expe- 
rience it was the activity of turbid plaque p phages on type D,, 
and lack of activity of semi-turbid plaque « phages on this culture 
which suggested multiple lysogenicity. 

The observations reported in this paper are reminiscent of the 
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work of Nicolle and colleagues (1951), who were the first to 
express the concept of type determining phages (phages déter- 
minants). This resulted from their studies on lysogenicity of the 
various phage types of Salmonella paratyphi B in the system of 
Felix and Callow. It was established by Nicolle and coll. that 
a type determining phage may occur in combination with a non- 
type determining phage (phage indifférent) on a single strain of 
S. paratyphi B, or, on occasion, two phages may be type deter- 
mining for a single strain of this organism. The temperate phage 
combinations found by Nicolle and co-workers suggest that poly- 
lysogenicity among the phage types of S. paratyphi B is a more 
elaborate system than that found to date on Vi phage types of 
S. typhi. 


SUMMARY 


Polylysogenicity has been demonstrated in Vi-phage types Dg, 
D,, and D,, of Salmonella typhi. Each Vi type bears two tempe- 
rate phages which are both essential in determining the Vi-phage 
sensitivity of the culture. These are the first instances reported 
in which more than a single type determining phage has been 
found in a single Vi type of S. typhi. The host range activities, 
plaque sizes, and type converting abilities of the six temperate 
phages are described. 


RESUME. 


REACTIONS LYSOTYPIQUES CARACTERISTIQUES DE CERTAINS LYSOTYPES 
Vi ve Salmonella typhi DETERMINKES PAR DES LYSOGENEITES 
MULTIPLES. 


Les auteurs démontrent que les lysotypes Vi D,, D, et D,, de 
S. typhi sont doués d’une lysogénéité multiple. Chacun d’eux 
élabore deux phages tempérés qui sont l'un et l’autre nécessaires 
pour leur conférer leurs réactions lysotypiques caractéristiques. 
Ce sont les premiers exemples pour lesquels on a trouvé qu'un 
lysotype Vi donné de S. typhi élaborait plus d’un phage déter- 
minant. ‘Les spectres d’activité, les dimensions des plages et les 
propriétés transformatrices des six phages tempérés sont décrits. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°) 


Séance du 3 novembre 1960. 


Présidence de M. ReiLiy. 


NECROLOGIE 


CHARLES OBERLING 
(1895-1960) 


La récente disparition du professeur Charles Oberling a privé la 
science francaise d’un maitre éminent dont les travaux comme le 
rayonnement a l’étranger ont grandement contribué au_ prestige 
national. 

Charles Oberling, fils d’un fonctionnaire modeste, était un enfant de 
la Lorraine. Né a Metz, alors annexée, il dut faire en langue allemande 
ses études secondaires avant de commencer sa médecine en 1919 a la 
Faculté de Strasbourg libérée. De cette formation bilingue il avait gardé, 
avec une culture étendue et des dons de polyglotte, une teinte d’accent 
qui s’ajoutait 4 des intonations spécifiquement lorraines : d’ot 1’éton- 
nement qu’éprouvaient parfois certains, en écoutant ses lecons ou en 
lisant ses ceuvres, a découvrir en lui un parfait styliste maitrisant de 
facon incomparable les subtilités de la langue francaise. 

A Strasbourg, Charles Oberling devait étre simultanément l]’éléve de 
Pierre Masson, titulaire de la Chaire d’Anatomie pathologique, et 
d’Amédée Borrel qui avait celle de Bactériologie et d’Hygiéne. Ces 
maitres déja illustres avaient tous deux, en 1918, quitté 1’Institut 
Pasteur pour aller enseigner A Strasbourg dans la Faculté de Médecine 
rénovée ; tous deux devaient avoir sur Oberling une profonde influence 
en l’imprégnant des doctrines pasteuriennes et en l’attirant vers le 
probléme du cancer par la double voie de la cytologie pathologique et 
de l’expérimentation microbiologique. C’est par l’anatomie patholo- 
gique que Ch. Oberling, bien que contraint par la nécessité matérielle 
a Vexercice de la médecine, aborda la carriére scientifique. En 1926, 
alors chef de travaux pratiques de Pierre Masson, il vint A Paris passer 
le concours d’agrégation, section d’histologie et d’embryologie, ot il 
fut brillamment regu, ce qui lui valut d’entrer A la Faculté de Médecine 


de Paris comme professeur agrégé de la Chaire d’Anatomie pathologique 
magistralement tenue par Gustave Roussy. 
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De cette période datent les importantes recherches d’anatomie patho- 
logique portant notamment sur la neuropathologie et l’étude des 
tumeurs des centres nerveux publiées avec G. Roussy ; mais surtout 
il trouvait un laboratoire personnel A l'Institut du Cancer que Roussy 
venait de créer a Villejuif, et ou, s’associant pendant de longues années 
en des travaux avec Maurice Guérin, Oberling poursuivit l’étude expéri- 
mentale du cancer chez l’animal. D’ot les recherches aujourd’hui clas- 
siques d’Oberling et Guérin sur les leucoses aviaires, sur les tumeurs 
extravasculaires des érythroleucoses et leurs rapports avec le sarcome 
de Rous. C’est au cours de ces travaux que Charles Oberling sera 
progressivement gagné a l’idée de 1’étiologie virale du cancer qui devien- 
oe le principal sujet de ses recherches au cours de la derniére période 
de sa vie. 


A la mort de Borrel, en 1936, Charles Oberling quitte Villejuif pour 
prendre 4 Strasbourg la téte de limportant Institut de Bactériologie 
qu’y avait progressivement édifié Borrel, ce qui lui est l’occasion, sans 
abandonner J’anatomie pathologique ni l’étude expérimentale du 
cancer, de se livrer 4 des incursions dans le domaine de la bactériologie 
et de l’hygiéne. Survint la deuxiéme guerre mondiale et le repliement 
de la Faculté de Strasbourg sur Clermont-Ferrand : Charles Oberling 
se vit confier une mission en Iran. Chargé de réorganiser la Faculté 
de Médecine de Téhéran, il en a été nommé doyen, fonction qu’il occu- 
pera, sauf un court interméde, jusqu’en 1947. Cette année, j’étais moi- 
méme 4a Téhéran lorsqu’y parvint Ja nouvelle inattendue de la mort 
d’Oberling ; je pus alors constater combien son souvenir y était demeuré 
vivant et quelle reconnaissante vénération s’attachait 4 sa mémoire. 


En 1948, Oberling rentrait & Paris pour prendre la direction de 
l'Institut des Recherches du Cancer, devenu Institut Gustave-Roussy, 
qu’il ne devait plus quitter. La Faculté de Médecine créait pour lui 
en 1949 la Chaire de Carcinologie qu’il abandonna en 1954 pour la 
Chaire de Médecine expérimentale du Collége de France; en 1956, 
Oberling était élu 4 l’Académie de Médecine dans la section des sciences 
biologiques. 

L’ceuvre de Charles Oberling est immense. Mais elle a trés largement 
dépassé le cadre des publications scientifiques qu’il a consacrées aux 
différents sujets abordés durant une longue et active carriére. Il avait 
groupé autour de lui, 4 l'Institut du Cancer, une équipe de nombreux 
chercheurs, dotés des moyens de recherche des plus modernes, et il 
était devenu un véritable chef d’école. Son enseignement universitaire 
était prolongé par des ouvrages d’une tenue scientifique élevée qui, 
par la clarté de leur rédaction, atteignaient un public débordant le 
monde des spécialistes. Un premier livre de haute vulgarisation, The 
Cancer Riddle, écrit en 1942 lors d’un séjour au Canada et aux Etats- 
Unis avait connu un vif succés et avait été traduit en plusieurs langues. 
Une nouvelle version développée, publiée en francais en 1954 sous le 
titre Le Cancer, a recu a son tour une grande diffusion. Oberling s’y 
faisait le champion de la théorie infectieuse du cancer. S’appuyant sur 
ses travaux personnels autant que sur les acquisitions des derniéres 
décades, il avait généralisé a toutes les tumeurs malignes les déduc- 
tions tirées de l'étude des cancers a virus des animaux. Les études 
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poursuivies a l’aide du microscope électronique et avec la collaboration 
de W. Bernhard et F. Haguenau lui avaient permis de retrouver dans 
nombre de tumeurs des formations dont la morphologie est celle des 
virus. Chaque jour, chaque expérience apportait sa pierre 4 1]’édification 
de la théorie virale du cancer. Ainsi reprenait-il sous une forme adaptée 
A nos connaissances actuelles l’idée du cancer, maladie transmissible, 
que son maitre Borrel avait défendue jusqu’a sa mort. 

Par l’autorité qui s’attachait & sa personne et a ses travaux, par ses 
dons d’enseigneur et par son tempérament de lutteur, Charles Oberling 
s’était imposé comme une grande figure de la carcinologie frangaise. 
Sa disparition laisse un vide qu’il sera difficile de combler. 

P. LEPINE. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine : Il n’existait pas jusqu’ici, en langue francaise, d’ouvrage 
d’ensemble traitant les maladies a virus des végétaux, et les chercheurs 
comme les spécialistes qui désiraient recourir 4 une documentation de 
premiere main ne pouvaient que s’adresser soit 4 des mises au point 
disséminées en diverses revues spécialisées, soit aux grands traités parus 
a l’étranger. Pourtant, la part croissante que prennent en pathologie 
végétale les maladies A virus, l’importance économique majeure que 
présente le diagnostic comme le traitement de ces affections chez les 
plantes cultivées justifiaient largement un ouvrage francais. C’est dire 
a quel point vient 4 son heure le livre de M. Pierre Cornuet (1). 

Présenté sous une forme facile A consulter et abondamment illustré, 
cet ouvrage comporte deux parties. La premiére, la plus importante, 
décrit les maladies 4 virus en suivant l’ordre botanique des plantes 
susceptibles d’étre affectées ; la seconde donne succinctement les pro- 
priétés intrinséques des virus classés par ordre alphabétique. L’accent 
a été placé bien entendu sur les virus existant en France ou susceptibles 
de s’y trouver en raison de leur présence dans d’autres pays d’Europe. 
Ces virus sont désignés par leur nom commun francais, mais on trouve 
leur synonyme anglais dans la deuxiéme partie de l’ouvrage, ce qui 
facilitera les recherches bibliographiques. Les virus qui jusqu’ici n’ont 
pas été décrits en Europe sont désignés par leur nom commun anglais. 
Ainsi, en partant de lespéce végétale atteinte on peut facilement 
retrouver la description des lésions et identifier un virus. On sait, en 
effet, combien les recherches bibliographiques, ou l’interprétation des 
descriptions données, sont compliquées par une abondante synonymie 
qui aurait rendu le seul classement par virus 4 peu pres inintelligible 
pour le non-spécialiste. 


(1) P. Cornuet : Maladies a virus des plantes cultivées ef méthodes de lutte. 
Préface de P. Limasset. 1 vol., 144 p., Institut National de la Recherche 
Agronomique, Paris, 1959. 
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Congu sous une forme éminemment pratique, il est bien évident 
que l’ouvrage de P. Cornuet s’adresse avant tout d nos collégues bota- 
nistes. Mais il intéressera au méme titre tous les laboratoires de viro- 
logie et tous ceux qui voudront avoir sur l’important groupe des virus 
des végétaux autre chose que les notions élémentaires que l’on trouve 
dans la plupart des traités de virologie ; aussi ce livre aura sa place 
dans toutes les bibliothéques de virclogie. 

Une abondante iconographie, reproduisant les lésions macroscopiques 
des plantes alteintes ou les documents de microscopie électronique 
précisant la morphologie des virus, ajoute 4 l’intérét de louvrage et 
a Vagrément de la lecture. A la fin de chaque chapitre, une documen- 
tation bibliographique permet de remonter facilement aux sources. 

Il n’existe pas actuellement dans la littérature étrangére, pas plus 
que dans la littérature francaise, de livre qui offre sous une forme & la 
fois aussi compléte, aussi claire et aussi condensée l’essentiel de nos 
connaissances sur les maladies 4 virus des plantes cultivées. 


COMMUNICATIONS 


QUATRE NOUVEAUX SEROTYPES D’ARIZONA 
(1,4:31:30; 1,33: 23; 28;9: 22; 21 et 9: 26: 30) 


par L. LE MINOR, P. R. EDWARDS et M. A. FIFE. 


(Unstitut Pasteur, Paris, ef Communicable Disease Center, 
Public Health Service, U.S. Department of Health, Education 
and Welfare, Atlanta, Georgia) 


Les cultures que nous décrivons sont des bacilles 4 Gram négatif qui 
possédent les caractéres biochimiques typiques du groupe Arizona, c’est- 
a-dire qu’elles ne produisent ni indole, ni acétyl-méthyl-carbinol, 
donnent une réaction au rouge de méthyle positive, cultivent sur milieu 
de Simmons au citrate, produisent de 1’H2S, ne possédent pas d’uréase, 
ne cultivent pas sur milieu au KCN, ont une lysine-décarboxylase et 
liquéfient la gélatine. En employant la méthode de Kauffmann et 
Petersen [4], ces bactéries n’utilisent pas dans Jes vingt heures : D-tar- 
trate, citrate, mucate. Elles acidifient avec production de gaz les milieux 
contenant : glucose, arabinose, rhamnose, xylose, maltose, tréhalose, 
mannitol et sorbitol. Saccharose, raffinose, salicine, dulcitol, inosito] 
et adonitol ne sont pas fermentés. Les cultures 2887-60 et 2892-60 
attaquent le lactose aprés trois jours d’incubation, la culture 2886-60 
aprés quatre jours, tandis que 2889-60 est sans action décelable sur les 
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milieux contenant la concentration habituelle (0,5 p. 100) de ce sucre 
aprés trente jours d’incubation. Cependant, le milieu lactosé 4 10 p. 100 
est acidifié par cette souche aprés trois jours d’incubation. Les souches 
2886-60 et 2892-60 utilisent rapidement le malonate, tandis que 2887-60 
et 2889-60 ne le font pas. 

La culture 2892-60 a été isolée a 1’Institut Pasteur de Brazzaville 
(Congo) par le D" Ravisse. Elle provient d’un pus d’ostéomyélite 
humaine. Cette souche est agglutinée au titre homologue par le sérum 
Arizona du groupe 0 : 1,4 et l’absorption fait baisser ce titre de 1/1 000 
4 1/100. Les antigénes H sont diphasiques et les phases 1 et 2 sont 
agglutinées au titre homologue par les sérums Hz et Hso. L’absorption 
les sature totalement. Ces deux antigénes Hs. et Hai sont habituelle- 
ment rencontrés chez les Arizona dans la phase 2. Dans la formule de 
cette souche nous avons arbitrairement mis l’antigéne 31 comme 
phase 1 parce qu’il est trés voisin de l’antigéne z des Salmonella, 
tandis que l’antigéne 30 est tres proche de l’antigéne H : 1,5 des Salmo- 
nella. L’antigéne 0 : 1,4 a des rapports avec l’antigéne 0 : 53 des 
Salmonella. La formule assignée a ce sérotype est : 1,4 : 81 : 30. 

La culture 2886 a été isolée par le D™ Huet, de ]’Institut Pasteur de 
Tunis, 4 partir des excréments d’un serpent. Elle est agglutinée au titre 
homologue par le sérum Arizona 1,33 et la saturation enléve toutes 
les agglutinines de ce sérum. L’antigéne H est diphasique et les phases 1 
et 2 sont agglutinées aux titres respectifs par les sérums Arizona H23 
et Hes. Toutes les agglutinines de ces sérums disparaissent lors de 
l’épreuve d’absorption. La formule antigénique est donc 1,33 : 23 : 28, 
les phases 1 et 2 ayant respectivement des rapports avec les anti- 
genes H : Jz,, et ceux des Salmonella. 

La culture 2887-60 a été isolée A l’Institut Pasteur de Casablanca par 
le D™ Delage, A partir d’excréments de serpents. Agglutinée au titre 
homologue par le sérum Arizona 0 : 9a, 9b, elle en sature toutes les 
agglutinines lors de l’épreuve d’absorption. Elle est aussi agglutinée 
par le sérum 0 : 9a, 9c, mais il reste aprés absorption un taux élevé 
d’agglutinines. L’antigene H est diphasique, les phases 1 et 2 étant 
agglutinées aux titres respectifs par les sérums Arizona H,, et H,,. Les 
agglutinines sont totalement saturées lors de l’absorption. La formule 
antigénique est donc 9 : 22: 21. La phase 1 coagglutine faiblement avec 
lantigéne H : k des Salmonella, tandis que la phase 2 est trés proche 
de l’antigéne H : z3, des Salmonella. 

La culture 2889-60 fut isolée d’excréments de serpents par le D™ Huet 
a l'Institut Pasteur de Tunis. L’antigéne 0 est identique a celui de la 
culture précédente et est désigné par 9a, 9b. L’antigéne H est dipha- 
sique et les phases 1 et 2 sont agglutinées au titre homologue par les 
sérums Arizona Hos et Hso et en saturent toutes les agglutinines. La 
formule antigénique est 9 : 26:30. Seul lantigeéne de la phase 2 de 
l’antigéne H a des rapports avec un des antigénes reconnus des Salmo- 
nella : il est trés proche de l’antigéne 1,5 des Salmonella. 


Résumé. — Description de quatre nouveaux sérotypes d’Arizona. Tous 
proviennent d’Afrique. Le type 1,4 : 31 : 30 a été isolé d’un pus d’ostéo- 


myélite humaine, les types 1,83 : 23 : 28, 9 : 22:21 et 9 : 26 : 30 d’excré- 
ments de serpents. 
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SUMMARY 


Four NEw Arizona sEROTYPES 
(ary Sl Soh as > 23:28; 9:92:21 and 9:26 : 80). 


_ Description of four new Arizona serotypes isolated in Africa. 
Type 1,4 : 31 : 30 was isolated from the pus of a human osteomyelitis ; 
types 1,33 : 23 : 28 ; 9:22:21 and 9:26 : 30, from snakes excreta. 
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LES GROUPES SANGUINS DES EQUIDES DU TCHAD 
par M™° L. PODLIACHOUK et R. QUEVAL. 


(Centre d’Etude des Groupes Sanguins des Animauzx, Laboratoire 
dTématologie et des Groupes Sanguins, Institut Pasteur, Paris. 
et Laboratoire de Farcha, Fort-Lamy, Tchad) 


L’étude de la répartition des antigtnes érythrocytaires chez les 
chevaux suivant la race a été abordée par plusieurs auteurs dont 
Schermer (1928), Hofe (1934) et Lehnert (1939) [2]. A cette époque, 
le nombre des antigénes équins connus était trés petit. Chacun de 
ces auteurs utilisait une nomenclature qui lui était propre ; aussi est-il 
impossible de comparer les divers résultats obtenus. 


L’un de nous avec Eyquem [3], en étudiant les groupes sanguins 
des équidés, a individualisé dix antigénes érythrocytaires équins. La 
nomenclature a été créée pour tous les équidés a la fois : cheval, ane, 
mulet et bardot. Ainsi les antigénes ont été désignés par les lettres de 
Valphabet dans l’ordre chronologique de leur découverte. Les anti- 
genes A, C, D, E, F, G, H, I, J et K sont spécifiques de l’espéce cheval; 
tandis que B est spécifique de l’éne. On peut les retrouver tous chez 
le mulet ou le bardot. 

La répartition des antigénes érythrocytaires a été étudiée chez 
712 chevaux de l’annexe de l'Institut Pasteur de Garches (animaux 
appartenant & des races diverses), chez 47 chevaux de race ardennaise 
et chez 162 pur sang. 

La fréquence des divers antigénes globulaires varie sensiblement avec 


la population étudiée. Ainsi, la fréquence la plus élevée de l’antigéne D 
a été observée dans la race ardennaise (0,51) ; chez les chevaux de 


134 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Garches elle n’est que de 0,12, et 0 chez les pur sang. La fréquence 
de l’antigéne E, qui est de 0,31 chez les chevaux de Garches et de 0,20 
chez les pur sang, n’est que de 0,02 dans la race ardennaise. 

Depuis, A notre connaissance, seul Sirbu [7], en Roumanie, a étudié 
la répartition des antig¢nes érythrocytaires équins dans six races diffé- 
rentes, désignées dans son ouvrage sous les noms ci-dessous : Trotteur, 
Nonius, Arabe, Pur Sang Galop, Ardennaise et Commune. II a effectué 
cette Gtude A l’aide de six agglutinines isolées par lui, déterminant les 
facteurs A, B, C, D, E et F selon sa nomenclature- 

Nous avons pu comparer les sérums de référence préparés par l'un 
de nous A l'Institut Pasteur & ceux de Sirbu, et avons constaté que 
sur ses six anticorps, cing étaient identiques aux ndétres [5]. 

L’identification des sérums de référence a rendu possible la compa- 
raison des résultats obtenus par Sirbu avec les ndétres. La fréquence 
du facteur D dans la race ardennaise et chez les pur sang, est semblable 
a celle observée en France : elle est la plus forte chez les premiers et 
nulle chez les seconds. Les facteurs A et B de Sirbu, qui correspondent 
&’ nos A et C, sont les plus fréquents dans toutes les populations 
étudiées par Sirbu et par l’un de nous. 


L’étude des groupes sanguins des équidés (chevaux et dnes), prove- 
nant de la République du Tchad (Afrique Equatoriale Francaise), nous 
a donné les premiers résultats ci-dessous. 


Cuevaux. — La presque totalité de la population chevaline de la 
République du Tchad dérive de deux grandes races : aryenne et mon- 
golique. Les divers types étant souvent métissés entre eux, le cheptel 
chevalin constitue une population assez peu homogéne. 

Notre premiére étude porte sur 59 de ces chevaux. La répartition des 
facteurs érythrocytaires est présentée au tableau I. 

Ces 59 chevaux n’appartenant 4 aucune race définie, il nous semble 
que la population hétérogéne des chevaux de Garches se préte le mieux 
a l’étude comparative de répartition des antigénes chez les chevaux 
du Tchad et de la métropole. 

Le tableau I montre que la fréquence des divers facteurs globulaires 
chez les chevaux du Tchad ne différe pas beaucoup de celle observée 
chez les chevaux de Garches. 

Les isoagglutinines sont rares dans le sérum des chevaux du Tchad 
examinés, fait déja constaté lors des travaux antérieurs. 


Anes. — Les groupes sanguins des Anes ont été antérieurement 
étudiés par l'un de nous avec Eyquem [4]. Au cours de cette étude 
qui a porté sur 185 mulets et 78 anes, un seul antigéne érythrocytaire 
asin B a pu étre individualisé. La fréquence du facteur B varie avec la 
race : elle est la plus élevée dans la race poitevine et trés faible dans 
la race catalane. Chez les Anes de Paris, population hétérogéne, la 
fréquence du B est de 0,62. 

Kn Afrique Equatoriale Frangaise, Ja République du Tchad est prati- 
quement la seule & posséder des Anes ; ceux-ci constituent une popula- 
tion apparemment homogéne. 
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Notre étude a porté sur 31 Anes du Tchad. Le facteur érythrocytaire B 
a été trouvé dix-huil fois : sa fréquence est donc de 0,58. 


La présence d’isoagglutinine anti-B dans le sérum de ces animaux 
est tres fréquente. Elle était décelée sept fois dans le sérum de 13 Anes B 
négatifs, tandis qu’au cours d’une étude précédente [4] sur les Anes 
de France et de Tunisie, elle a été décelée une seule fois dans le sérum 
de 21 anes B négatifs. 

En outre, nous avons pu individualiser une nouvelle isoagglutinine 


naturelle spécifique de Vespéce asine. Nous l’avons désignée anti-M ; 
elle détermine le facteur M. Sur 25 anes du Tchad examinés, 22 se sont 


Tastrau I. — Répartition des facteurs érythrocytaires chez les 
chevaux du Tchad et de Garches. 
FREQUENCE 
ANTIGENE ERYTHROCYTAIRE 
TCHAD GARCHES 
PAINT CTIGRA scape Ae ioe yee SRM A Regehr 0,86 0,75 
NS CUOMELES NIAC, Bs arcs age hth kyecuet MON. ota 0,88 0,86 
STItIS CHORE) Uwe Te ue At pee) Se 0,02 0,12 
EMMERSON Gry 6 edd A ge eee ch a SNe 0,17 0,31 
ANTISen ORK © os yh aR Ya | hee gdb ons 0,92 0,81 
PASH SON Calle Wee Meg aera fe sce ape, See 0,20 0,16 
PATIELO CTO Heme eye ee oye 8 Nee nc eal PG 0,21 


révélés M positifs et 3 seulement M négatifs. Ainsi, la fréquence du 
facteur M chez les Anes du Tchad est de 0,89. Chez 2 des 3 animaux M 
négatifs, le sérum contient l’isoagglutinine anti-M. 


ConcLusion. — Cette étude préliminaire des groupes sanguins des 
équidés du Tchad montre que : 

1° La fréquence des facteurs érythrocytaires équins étudiés ne différe 
pas beaucoup de celle observée dans la population hétérogéne des 
chevaux de la métropole. 

2° La présence d’isoagglutinines naturelles dans le sérum d’dne du 
Tchad est beaucoup plus fréquente que chez les 4nes de la métropole 
et de Tunisie, ce qui a rendu possible l’individualisation du second 
antigéne érythrocytaire asin nommé M. 


Rfsumé. — L’étude de 59 chevaux et 31 anes du Tchad a montré que 
la répartition des facteurs érythrocytaires chez les chevaux du Tchad 
ne différe pas beaucoup de celle observée chez les chevaux de la métro- 
pole. L’étude sérologique a permis d’individualiser un second antigéne 
érythrocytaire asin, nommé M. 
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SUMMARY 


BLoop GROUPS OF HORSES AND DONKEYS IN THE T’cHAD REPUBLIC. 


Blood samples of fifty nine horses and thrity one donkeys of the 
Tchad Republic have been studied. The distribution of red cell factors 
in horses is not very different from the one observed in France. A 
second blood group antigen, the «M» antigen, has been identified 
in donkeys by means of serological studies. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les Annales 
de UInstitut Pasteur : 


L’identification des Mycobactéries par l’épreuve de réduction 
des nitrates, par H. Botsverr. 


Virulence comparée pour les vers a soie (Bombyx mori L.) de 
quelques variétés de Bacillus cereus Frank. et Frank. ento- 
mophages et cristallophores et de leurs inclusions cristal- 
lines, par C. Toumanorr et J. Durann. 


Cycle vital de bactéries phytopathgénes adaptées au milieu 
marin, par J. Brisou et H. Varcugs. 


Toxicité et virulence comparées des formes smooth et rough 
de Salmonella typhi sur embryon de poulet, par M. Dicron et 
M. Raynaun. 
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AVIS 


Le VIII® Congrés International de Microbiologie aura lieu 4 Montréal 
(Canada), du 19 au 25 aott 1962. 

Pour tous renseignements s’adresser au D* N. E. Gibbons, Secrétaire 
général, National Research Council, Sussex Drive, Ottawa 2, Canada. 


* 
xk 


DEUTSCHER VERLAG DER WisseNnscHAFTEN, Berlin W8, Niederwalistrasse 39 
annonce la publication de : 


Zeitschrift fiir Allgemeine Mikrobiologie 
(Morphologie, Physiologie und Okologie der Mikroorganismen) 


Publié par: F. Egami, Tokio; O. Hoffmann-Ostenhof, Wien ; 
A. A. Imschenezki, Moskau ; G. Ivanovics, Szeged ; R. W. Kaplan. 
Frankfurt/M ; G. W. Kidder, Amherst ; I Malik, Prag ; G. Pontecorvo, 
Glasgow ; W.N. Schaposchnikow, Moskau ; J. C. Senez, Marseille. 


Rédacteur en chef: W. Schwartz, Greifswald. 

Avec la collaboration de : F. H. Fang, Pekin ; M. W. Fedorow, Moskau ; 
W. Hohnk, Bremerhaven ; N. A. Krassilnikow, Moskau ; S. I. Kusnezow, 
Moskau ; A. Muller, Greifswald ; C. Oppenheimer, Port Aransas ; 
I. L. Rabotnowa, Moskau ; M. Taubeneck, Jena ; E. J. Wood, Cronulla. 


Le Journal de Microbiologie Générale se propose de stimuler les 
recherches et la coopération internationale dans le domaine de la 
microbiologie. I] publiera des travaux sur toutes les branches de la 
microbiologie générale. En particulier, il se propose de publier des 
travaux d’intérét général concernant les applications des recherches 
microbiologiques et Ja taxinomie. 


Seront acceptés : 

a) Des travaux originaux n’ayant pas encore été publiés dans 
d’autres revues ou ne devant pas paraitre dans une autre revue sous 
une forme identique. 

b) De bréves communications concernant des résultats nouveaux et 
importants. Ces articles seront publiés en priorité. 

c) Sur accord avec la Rédaction, des revues générales et des ana- 
lyses d’ouvrages. 


Les manuscrits, rédigés et publiés en frangais, allemand ou anglais, 
peuvent étre adressés directement a la Rédaction ou a4 lun des membres 
du Comité de Lecture. 

Le prix du Journal est provisoirement fixé & 17 DM par numéro et 
68 DM par tome. 
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LIVRES REGUS 


M. Florkin. — Unity and diversity in biochemistry. An introduction 
to chemical biology. 1 vol., 397 p., Pergamon Press, Oxford, 
Londres, New-York, Paris, 1960. Prix : 70 s. 


Les premiers chapitres de cet ouvrage traitent des structures bio- 
chimiques essentielles, des principales sources d’énergie, des enzymes 
en général et des réactions clés en biochimie. Cette partie de l’ouvrage 
constitue l’aspect « Unité » de la biochimie. 

Dans les derniers chapitres, l’auteur envisage la diversité bio- 
chimique : différenciations biochimiques des différentes cellules d’un 
méme organisme et diversités génotypiques. 

Cet ouvrage, quoique pauvre du point de vue références biblio- 
graphiques, sera consulté avec profit par tous les biochimistes. 

Bal: 


Lobund Reports. Germ free life studies. Vol. 3, University of Notre-Dame 
Press, 1960, Notre-Dame, Indiana. 


Ce troisiéme rapport comporte quatre exposés différents reliés en un 
seul volume. 

Le premier exposé, fait par N. R. Sroxz, s’intitule Résumé des études 
faites par R. W. Glasser (1888-1947) sur la culture aseptique. L’auteur 
montre comment GuAssER a réussi la culture pure in vilro d’organismes 
extrémement divers : de bactéries et de protozoaires vivant a létat 
symbiotique ou parasitaire chez des insectes ou des mammiféres 
ex., Herpetomonas muscae domesticae, Trypanosoma americanum ; de 
protozoaires vivant & l’état libre; d’insectes (Aedes aegypti, Musca 
domestica) ; d’helminthes (Haemonchus contortus, Popillia japonica 
Newm., ce dernier capable d’un cycle complet in vitro). 

Le deuxiéme exposé est une analyse des caractéristiques morpho- 
logiques, biochimiques, sérologiques et mnutritionnelles des Leghorn 
blanches et Wyandotte Bantam blanches, élevées aseptiquement. Il est 
dai A J. A. Reynrers, M. Wiacner, T. D. Luckey et H. A. Gornon. 

Les auteurs estiment qu’avant d’utiliser ces animaux aseptiques A 
des fins expérimentales, il est indispensable de les bien connaitre, de 
déterminer en quoi ces animaux différent de leurs homologues conven- 
ltionnels et ce qui, dans les différences observées, revient, d’une part 
i Vabsence de microbes, d’autre part, aux conditions trés particuliéres 
du milieu dans lesquelles vivent ces animaux aseptiques, telles que : 
6clairage artificiel, régime alimentaire stérilisé par la vapeur, espace 
trés limité, etc. 

C’est une gageure que de résumer en quelques lignes cet ouvrage 
trés analytique. En bref : 


1° Chez le poulet aseptique : le poids humide des organes, habituel- 
lement en contact avec la flore microbienne, est réduit, le poids sec 
relatif augmenté, alors qu'il n’y a pas de différence au niveau des 
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autres organes. La teneur en lymphocytes du thymus et de la rate est 
inchangée. Le nombre de leucocytes circulants est réduit par suite 
d’une diminution du nombre de lymphocytes et & un moindre degré 
des monocytes, le nombre des autres types de leucocytes étant le méme. 


2° Les différences biochimiques sont peu importantes : a la partie 
terminale de l’intestin, le contenu de cet organe posséde un poids sec 
relatif plus faible, une teneur en acide pantothénique et en riboflavine 
plus ¢levée, une teneur en acide folique, biotine, niacine plus basse ; 
les muscles renferment moins de vitamine C, le poumon renferme 
davantage de matiéres minérales et de matidres grasses. 


3° La date d’apparition des agglutinines anti-hématies de rat et anti- 
hématies de lapin est inchangée. Les agglutinines envers les bactéries 
intestinales (Paracolobactrum aerogenoides, Escherichia coli) sont 
absentes, mais 4 partir de l’4ge d’un an, on voit apparaitre des agglu- 
tinines a l’égard de certains lactobacilles et microcoques, qui préexistent 
dans l’aliment, avant qu’il soit autoclavé. De petites doses d’anaculture 
de Salmonella pullorum provoquent l’apparition d’anticorps en quan- 
tité équivalente et dans le méme temps que chez l’homologue non 
aseptique. 


4° Les besoins nutritifs qualitatifs du poulet aseptique sont trés 
semblables 4 celui du poulet non aseptique. Des carences aigués en 
vitamines A, D, E, K, Bi, Bs, niacine, acide folique, ont pu étre 
obtenues expérimentalement. Le poulet aseptique est un sujet d’expé- 
rience particuliérement intéressant pour étudier le métabolisme des 
vitamines et notamment les relations existant entre le métabolisme de 
diverses vitamines. 

Le troisiéme exposé est de B. P. Puinirs et traite de l’Examen para- 
sitologique des animaux aseptiques du Lobund. L’examen est entiére- 
ment négatif chez les rats, souris, cobayes et poulets, mais, parmi 
six chiens chez lesquels les examens bactériologiques montrent l’absence 
de bactéries, cing se montrent parasités par Toxocara canis (état larvaire 
et adulte) et un par Ancylostoma caninum (état larvaire). 

Le quatriéme exposé, di a T. D. Luckey, M. Wacner, H. A. GoRDoN 
et J. A. Reyniers, traite de l’Elevage du dindon aseptique. Il est inté- 
ressant de noter que le dindon monocontaminé par un streptocoque, 
voit sa croissance considérablement réduite : celle-ci n’est plus que de 


60 p. 100 de celle de l’homologue aseptique. ey 


J. Heremans. — Les globulines sériques du systéme y. Leur nature et 
leur pathologie. 1 vol., 340 p., Masson et Ci¢, Paris, et Arscia S. A., 


Bruxelles, édit., 1960. 


L’auteur commence la monographie en rappelant que l’électrophorése 
classique n’est plus une méthode satisfaisante pour Vetude des protéines 
sériques. En effet, la nomenclature conventionnelle de V’albumine at; 
Onn et y ne correspond plus a hétérogénéité que lon constate a 
étude de ces fractions par les méthodes sérologiques nouvelles ala 
diffusion dans les gels et l’immuno-électrophorése. La monographie est 
consacrée A l’étude, par ces méthodes, des fractions p, et y de la protéine 
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sérique, aussi bien dans le sérum normal que dans le sérum patho- 
logique. 

La premiére partie comprend la description et l’étude critique des 
méthodes immunologiques nouvelles (l’immuno-électrophorése et 
l’appréciation quantitative des protéines par les méthodes de diffusion). 

Dans le chapitre II sont décrites les six protéines qui ont la méme 
vitesse de migration que les protéines £, et y. 

Le chapitre IJI est consacré 4 l’étude des anomalies qualitatives de 
trois de ces protéines qui sont en relation étroite entre elles, 4 savoir : 
Y> Bar &t Boy-globulines. 

Enfin, dans le chapitre IV sont traitées les modifications quantitatives 
de ces fractions dans la pathologie. 

Le livre contient 72 figures, presque toutes les photographies des 
résultats immuno-électrophorétiques, trés bien reproduites, ainsi que 
19 tableaux. 

En appliquant des méthodes nouvelles 4 1’étude du systeme y sur un 
grand nombre de sérums, lV’auteur a accumulé un nombre considérable 
de résultats et par des expériences additionnelles personnelles, spéciale- 
ment dans la purification des fractions, il est arrivé 4 des conclusions 
importantes exposées dans cette excellente monographie. 


J. A 
L. Lison. — Hislochimie et cylochimie animales. Principes el méthodes. 
Vol. I, 3¢ édit., 397 p., 25 fig. Gauthier-Villars, édit., 1960. 


Prix : 45 NF. 

L’ouvrage n’est pas 4 présenter, car il est utilisé dans tous les labo- 
ratoires d’histologie. Comme les précédentes, cette troisitme édition 
est avant tout une étude critique, écrite dans le but d’aider le chercheur 
a apprécier la signification et la valeur des techniques mises en ceuvre. 
Les progrés récents de l’histochimie ont été cependant si grands qu’une 
simple mise & jour du texte précédent a paru insuffisante et que 
Vauteur a récrit louvrage en entier. 

Parmi les innovations introduites dans cette édition, mentionnons 
le développement d’une section consacrée aux réactions histochimiques 
de radicaux ou de fonctions chimiques. Les réactions histochimiques, 
en régle générale, démontrent des radicaux ou des fonctions chimiques 
et non pas des substances déterminées. C’est afin de faire ressortir ce 
caractére fondamental de J’investigation histochimique que l’auteur 
a adopté cette nouvelle présentation pour la premiére fois dans un 
ouvrage consacré 4 l’histochimie. Une autre modification est le groupe- 
ment en un appendice, a la fin de ]’ouvrage, d’une sélection des tech- 
niques Jes plus courantes ou les plus utiles en histochimie. 
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